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ABSTRAKT 
Práce byla zam !ena na testování dvou typ" magnetických mikro#ástic 
funkcionalizovaných –COOH skupinami pro izolaci bakteriální DNA. Izolace byla provedena 
z hrubých lyzát" bun k p!ipravených z #isté kultury Lactobacillus paracassei RL-10, 
v prost!edí 2 M NaCl a 16% PEG 6000. Dále byl sledován vliv degradace RNA enzymem 
RNáza A na množství izolované DNA. Bylo zjišt no, že degradace RNA v hrubých lyzátech 
bun k m la vliv na množství izolované DNA. Množství izolované DNA záleželo na 
použitých mikro#ásticích. V tší množství DNA bylo izolováno pomocí #ástic s v tším 
obsahem –COOH skupin. Nosi#i byla izolována DNA amplifikovatelná v PCR. V další #ásti 
práce byly testovány nosi#e funkcionalizované –NH2 skupinami p!i izolaci DNA s využitím 
elektrostatických sil. Bylo prokázáno, že pro vazbu DNA na nosi# je vhodné prost!edí 
s nižším pH. 
 
ABSTRACT 
The aim of the work was testing of two types of magnetic mikrosheres functionalised with       
–COOH groups for the isolation of bacterial DNA. Isolation of DNA was carried out   from 
crude lysates of cells prepared from pure culture of Lactobacillus paracassei RL-10 in the 
presence of binding buffer with 2 M NaCl and 16% PEG 6000. The influence of RNA 
degradation by enzyme RNase A on the amount of isolated DNA was investigated. It was 
estimated that RNA degradation affects the amount of DNA isolated. The amount of DNA 
depended on the type of  microparticles. Higher  amounts of DNA were isolated using 
particles with higher content of carboxyl groups. DNA applicable in  PCR was isolated using 
both types of microsheres. In next part of the work, microparticles functionalised with –NH  
groups were used to
2
 DNA isolation using electrostatic forces. It was shown that buffer with 
lower pH is suitable for DNA adsorption onto magnetic microparticles.
 
 
 
 
 
KLÍ OVÁ SLOVA 
Magnetické mikro#ástice, izolace bakteriální DNA, degradace RNA, polymerázová 
!et zová reakce 
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Magnetic microparticles, bacterial DNA isolation, RNA degradation, polymerase chain 
reaction 
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1 ÚVOD 
Biotechnologické postupy provázejí život lidí už od pradávna. Mikroorganismy jsou 
d"ležitou sou#ástí t chto proces". Jejich primární funkce byla a dodnes je p!i p!íprav  
n kterých typických potravin a nápoj". Dnes se využívají p!edevším v mlékárenském 
pr"myslu, pivovarnictví, vina!ství, pekárenství atd.  
Mikroorganismy osídlují i lidské t lo, jejich výskyt je nejvýznamn jší v gastrointestinálním 
traktu. Tyto druhy mají významnou funkci pro #lov ka. Podporují imunitní systém, 
napomáhají trávení, tvo!í vitamín K a další významné látky.  
Význam st!evní mikroflóry podle nových studií stoupá a výživa je jeden z hlavních faktor" 
pro udržení dostate#né populace st!evních mikroorganism". Práv  na mikroorganismy tvo!ící 
sou#ást gastrointestinálního traktu jsou zam !eny podp"rné probiotické a prebiotické 
potraviny a potravinové dopl$ky, které jsou spot!ebitelem stále více žádány. S nár"stem 
používání probiotických kultur v potraviná!ském a farmaceutickém pr"myslu se zvyšuje 
význam jejich kontroly. K ov !ování p!ítomnosti a množství cílových bakteriálních bun k 
(probiotik) se využívají metody analýzy DNA. 
Metody molekulární  biologie umož$ují analýzy d!íve neproveditelné. Jsou to postupy 
založené na analýze DNA, p!ípadn  dalších molekul. V dnešní dob  jsou tyto metody 
využívány v mnohých oborech a odv tvích jak v dy, tak i b žné pr"myslové praxe, v#etn  
potraviná!ství. Stále se hledají nové možnosti využití a stále se vyvíjejí nové postupy, které 
sm !ují k automatizaci a miniaturizaci postup" analýzy. Tato práce se zabývá vývojem 
nových postup" p!i izolaci DNA s využitím magnetických mikro#ástic.  
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2 TEORETICKÁ  ÁST 
2.1 Mikroorganismy a potraviny 
Mikroorganismy pro p!ípravu potravin jsou využívány od starov ku. V dobách dávno 
minulých nebylo používání bakteriálních kultur v domé. Náhodn  objevený postup byl 
opakován, aniž by tehdejší lidé v d li, pro# se tak d je. Dobrým p!íkladem je p!íprava chleba,  
vína a dalších fermentovaných potravin. Postupem #asu a po zavedení p!ístrojového vybavení 
jako je mikroskop, byly výše uvedené d je vysv tleny a objasn ny mikrobiologické p!í#iny 
žádoucích biotechnologických proces". Dnes víme, že mikroorganismy nás provázejí celým 
životem a jsou všudyp!ítomné.  
2.2 Mikroorganismy v potraviná$ském pr%myslu 
Z hlediska potraviná!ského pr"myslu mohou mít mikroorganismy n kolik základních 
funkcí.   Pozitivní vliv mají p!i výrob  fermentovaných potravinprodukt" s probiotickými 
mikroorganismy a p!i p!íprav  potravin se speciálními senzorickými vlastnostmi. P!i 
nežádoucí kontaminaci dochází k negativním zm nám senzorických vlastností. Negativním 
projevem je hnití a plesniv ní. V p!ípad  pomnožení patogen" v potravin , m"že dojít 
k ohrožení zdraví a života konzumenta [1]. 
Souhrnn  p!ítomnost mikroorganism" je tedy v n kterých p!ípadech žádoucí, v jiných 
velmi nežádoucí. K eliminaci nežádoucí mikroflóry byly vyvinuty metody, specializované pro 
r"zné druhy potravin a hojn  využívané k prodloužení údržnosti potravin. 
2.3 Bakterie mlé&ného kvašení  
Nejpoužívan jšími mikroorganismy v potraviná!ském pr"myslu jsou bakterie mlé#ného 
kvašení (BMK). Mezi tyto bakterie pat!í kokovité a ty#inkovité bakterie rod" Lactococcus, 
Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus, Enterococcus a další. Rod 
Bifidobacterium pat!ící do vývojové v tve aktinomycet je !azen mezi BMK díky fenotypické 
podobnosti (protože tvo!í kyselinu mlé#nou) [2]. 
 V tšinou se jedná o nepohyblivé, nesporulující, gram pozitivní ty#inky a koky. Jsou 
mezofilními organismy. Jejich hlavním využitím je fermentace substrátu (nej#ast ji 
sacharid") za fakultativn  anaerobních, p!ípadn  mikroaerofilních podmínek. Z d"vod" jejich 
enzymového vybavení mohou fermentovat r"zné substráty jako maso, cereálie, zelenina, 
rostliny. Kvašením vzniká p!edevším kyselina mlé#ná, proto je proces nazýván mlé#ným 
kvašením [3]. 
Metabolickou produkcí kyseliny mlé#né bakterie mlé#ného kvašení prodlužují trvanlivost 
potravin. Snižují pH a redoxpotenciál prost!edí, tím znevýhod$ují, nebo p!ímo potla#ují 
(inhibují), r"st nežádoucích mikroorganism". Dalším možným zp"sobem inhibice je 
metabolická produkce antimikrobiálních látek. Jako zástupce je možné uvést druh 
Lactobacillus acidophillus, který produkuje široké spektrum antimikrobních látek stejn  jako 
Lactococcus lactis ssp. lactis, který produkuje nisin. Potla#ují tím r"st koliformních bakterií. 
Podobný ú#inek má i Lactobacillus delbr!eckii ssp. bulgaricus [4]. 
V potraviná!ském pr"myslu jsou p!i výrob  využívány hlavn  #isté mléka!ské kultury, 
startovací kultury, zákysy atd. Jedná se o speciální sm si mikroorganism", k získání p!esn  
daných vlastností kone#ného produktu (konzistence, chu&, v"n , vzhled). 
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2.3.1 Metabolismus bakterií mlé&ného kvašení 
Metabolismem BMK nevzniká jen a výhradn  kyselina mlé#ná. Podle druhu 
mikroorganismu mohou vznikat i jiné produkty, jako kyselina octová, oxid uhli#itý, ethanol. 
V prvním p!ípad  se jedná o homofermentativní BMK a v druhém p!ípad  jde 
o heterofermentativní BMK. Schéma jejich metabolismu je na Obrázku 1. 
 
 Homofermentativní BMK 
Tyto bakterie fermentují substrát tém ! výhradn  na kyselinu mlé#nou. Pat!í sem hlavn  
rody Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus. Metabolismus se skládá z #ásti glykolýzy 
(anaerobní odbourávání substrátu na pyruvát) a pak dochází k samotnému 
homofermentativnímu kvašení (p!em na pyruvátu na kyselinu mlé#nou) [2]. 
 
 Heterofermentativní BMK 
Tyto bakterie svým metabolismem produkují i jiné látky než je kyselina mlé#ná a to 
kyselinu octovou, ethanol, oxid uhli#itý. Pat!í sem hlavn  rody Lactobacillus, 
Bifidobacterium, Leuconostoc. Metabolismus t chto bakterií za#íná stejn  jako metabolismus 
p!edchozí skupiny glykolýzou (anaerobní odbourávání substrátu na pyruvát) dále je pyruvát 
metabolicky m n n na n kolik dalších produkt" v ekvimolárním množství  za vzniku kyseliny 
mlé#né [2]. 
Obrázek 1: Metabolismus bakterií mlé ného kvašení 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Upraveno podle [2] 
2.3.2 Bakterie mlé&ného kvašení v organismu 
Bakteriální bu$ky nejsou prosp šné pouze v potraviná!ském #i jiném pr"myslu. Jsou 
rozší!eny v lidském i zví!ecím organismu a zastávají tu velmi významné role. U #lov ka 
osidlují p!edevším gastrointestinální trakt, dále pak sliznici dutiny ústní, k"ži a další #ásti t la. 
Jejich role je v našem život  nezastupitelná. Potla#ují r"st patogenních organism" na 
sliznicích, v trávícím traktu zajiš&ují d"ležité rozkladné funkce, tvo!í vitamín K a mají !adu 
dalších významných funkcí [5, 6]. 
Nov  ovliv$ují z velké #ásti funkci našeho imunitního systému skrze trávení. Proto se 
vyráb jí a vyvíjí potravinové dopl$ky, slibující posílení a ozdravení st!evní mikroflóry 
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a úpravu její skladby vhodnými BMK. Tyto p!ípravky se ozna#ují jako probiotické 
a prebiotické [6]. 
 
 Probiotické p!ípravky a potraviny 
P!ípravky obsahující definované množství žádoucí bakteriální kultury, která p!i konzumaci 
dostate#ného množství, pozitivn  ovliv$uje zdraví #lov ka. V lékárnách jsou k dostání 
v tšinou ve form  tablet k použití peroráln . P!ípravky mají definovanou skladbu a deklarují 
p!ežití mikroorganism" v takové mí!e, že lze prokázat pozitivní vliv probiotika na zm nu 
skladby st!evní mikroflóry. Další možností a stále více vyhledávanými produkty, jsou 
probiotické potraviny. M"žeme mezi n  za!adit nap!íklad jogurty, jogurtové nápoje, zákysy 
atd. Mimo kultur pot!ebných pro výrobu potraviny, mají definovaný obsah probiotických 
bakterií, který je uveden na obalu [7]. 
K ov !ení p!ítomnosti dané kultury a jejího množství v preparátu, se využívají analytické 
metody, o nichž bude zmínka pozd ji. Nej#ast ji využívané jsou rody Lactobacillus 
a Bifidobacterium. P!ehled mikroorganism" považovaných za probiotické je uveden 
v Tabulce 1 [8]. 
 
 Prebiotické p!ípravky 
P!ípravky tohoto typu se využívají k podpo!e r"stu stávající, #i dodané mikroflóry 
v gastointestinálním traktu. Jsou složeny z nestravitelných #ástí potravy (nejsou 
hydrolyzovány trávícími enzymy a nejsou vst!ebávány do organismu). Jedná se o inulín, jeho 
deriváty a fruktooligosacharidy. Pro konzumenta je tato složka nevyužitelná, p!echází do 
tlustého st!eva v nezm n ném stavu, kde selektivn  stimuluje r"st žádoucích bakterií (BMK). 
Zárove$ tímto procesem potla#ují r"st patogen". Prebiotické látky se nacházejí p!irozen  
v cibuli, pórku, #ekance, #esneku a dalších [8, 9]. 
N která prebiotika obsahují místa pro navázání enteropatogenních toxin" (toxin" 
produkovaných patogenní mikroflórou) a toxiny jsou tak inaktivovány. Jedná se 
o kompetitivní inhibici [8]. 
Tabulka 1: Nej ast"ji používané probiotické rody a druhy bakterií a kvasinek 
Rod 
Lactobacillus 
Rod 
Bifidobacterium 
Kvasinky 
Gram pozitivní 
koky 
Gram negativní 
ty#inky 
L. acidophilus 
L. casei 
L. reuteri 
L. rhamnosus 
L. crispatus 
L. gasseri 
L. johnsonii 
L. paracassei 
B. bifidum 
B. adolescentis 
B. animalis 
B. infantis 
B. lactis 
Saccharomyces 
boulardii 
Lactococcus 
lactis subsp. 
cremonis 
Streptococcus 
salivarius subsp. 
thermophilus 
Enterococcus 
faecium 
Streptococcus 
diacetylactis 
Streptococcus 
intermedius 
 
Escherichia coli 
(sérotyp 
O83:K24:H1) 
Upraveno podle [6, 8] 
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2.4 Identifikace BMK 
Jak je uvedeno výše, trendem poslední doby jsou probiotické potraviny. Bakteriální kultury 
prosp šné pro naše zdraví jsou stále více p!idávány do b žných výrobk" (jogurty, zákysy, 
kefíry). Testování údaj" o bakteriálním složení výrobku na etiketách a obalech je dnes 
nutností. K t mto ú#el"m existuje n kolik metod, které k zjišt ní požadovaných údaj" lze 
použít. 
2.4.1 Kultiva&ní metody 
Jedná se o metody, kdy se bu$ky získané z preparátu vysévají na tekutá, p!ípadn  pevná, 
živná média. Zjiš&uje se po#et bun k na jednotku objemu a biochemickými testy se obvykle 
zjiš&uje p!ítomnost bun k deklarované bakteriální kultury. Tato metoda je nep!esná 
a výsledky jsou nedostate#n  prokazatelné. Obzvlášt  v ur#ení druhu p!ítomné bakteriální 
kultury. Vzhled kolonií, jejich tvar, zabarvení a další, stejn  jako biochemické testy, nejsou 
dostate#n  specifické pro ur#ení. Existuje mnoho druh" vykazující stejné znaky jako ostatní  
BMK. Neexistuje selektivní médium dosta#ující k potvrzení pouze ur#itých zástupc" BMK. 
Proto se od této metody ustupuje a v dnešní dob  p!evažují metody nekultiva#ní [5]. 
2.4.2 Nekultiva&ní metody 
Nekultiva#ní metoda je založena na analýze DNA vybrané bakteriální kultury. Tato analýza 
byla p!elomem v identifikaci mikroorganism". Obvykle spo#ívá v nabohacení bakteriálních 
bun k ze zkoumaného preparátu a následné izolaci DNA. DNA se dá z výrobku izolovat také 
p!ímo, bez nabohacování. Získaná DNA je amplifikována metodou  polymerázové !et zové 
reakce (PCR) za použití primer", kdy dochází k syntéze specifických amplikon". Následn  
jsou amplikony separovány agarózovou gelovou elektroforézou spolu se standardem, 
obsahujícím fragmenty DNA o definované velikosti. Detekce probíhá na transiluminátoru pod 
UV sv tlem.   
2.5 Polymerázová $et'zová reakce 
Polymerázová !et zová reakce (PCR – z anglického polymerase chain reaction) je metoda 
rychlé syntézy definovaného úseku DNA in vitro. Metoda PCR je revolu#ní metodou 
v molekulární biologii. Stejn  jako klonování fragment" DNA ve vektorech, umožnila !adu 
nových experimentálních postup", které d!íve nebyly proveditelné. Metoda se využívá 
nap!íklad p!i detekci mikroorganism" a vir" v potravinách, vod , p"d  a dalších matricích, p!i 
mapování a charakterizaci gen", v prenatální diagnostice d di#ných onemocn ní, p!i izolaci 
ur#itého genu, p!i zna#ení DNA inkorporací signálních nukleotid". Nemén  významným 
zp"sobem využití je ur#ování paternity a identifikace jedince v kriminalistice [10]. 
2.5.1 Kroky metody PCR 
Polymerázová !et zová reakce je velmi citlivá a proto je možné tuto metodu použít pro 
zjišt ní, nebo identifikaci velmi malého množství nukleové kyseliny ve vzorku. Základem 
metody je použití neporušeného úseku DNA jako matrice. Jak návrh oligonukleotidových 
primer", tak také návrh podmínek reakce, vychází z obecné znalosti struktury a sekvence 
DNA. Definovaný úsek DNA, který má být namnožen, musí být ohrani#en dv ma 
oligonukleotidovými primery. Primery jsou komplementární k 3´ a 5´ -koncovým sekvencím 
amplifikovaného úseku. Jejich vhodné navržení je nezbytným p!edpokladem úsp šného 
pr"b hu reakce [10]. 
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 Reakce umož$uje až 106 pomnožení úsek" DNA v pr"b hu 2 – 3 hodin. Maximální délka 
úseku pro amplifikaci je v konven#ní PCR asi 1 000 nukleotid". Proces PCR zahrnuje tyto 
kroky: [10] 
 
 Denaturace DNA matrice 
DNA, která má být amplifikována je denaturována zah!átím tak, aby došlo k odd lení 
!et zc" matrice. Vznikají jedno!et zcové molekuly templátu. Reakce probíhá p!i teplot , která 
je asi 94 – 98°C. 
 
 Navázání primer" na komplementární sekvence 
Dva primery, komplementární k hrani#ním úsek"m cílové DNA která má být 
amplifikována, se naváží na DNA matrici podle specifické sekvence. Vazba je podmín na 
ochlazením sm si na 50 – 60°C. Potom nasedá na dvouvláknový úsek DNA polymeráza  
 
 Syntéza nového vlákna termostabilní DNA polymerázou 
Termostabilní DNA polymeráza katalyzuje syntézu nového !et zce DNA ve sm ru 5´' 3´ 
podle p!ítomné matrice. Jako stavební kameny slouží sm s deoxynukleotid". Sm s je 
inkubována po dobu reakce p!i 70 – 80°C podle použité DNA polymerázy. 
 
Cyklus se opakuje podle pot!eby a podle nastaveného programu na cykleru. Nej#ast ji je 
po#et opakování 30. Nov  vzniklé !et zce slouží jako templáty pro syntézu dalších vláken. 
Dochází k exponenciálnímu nár"stu produkt" PCR (amplikon"), kde po#et cykl" ur#uje po#et 
kone#ných amplikon". Schéma pr"b hu PCR je uvedeno na Obrázku 2.  
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Obrázek 2: Schéma krok# PCR  a znázorn"ní exponenciálního nár#stu produkt#.  
 
 
Upraveno podle [11] 
2.5.2 Komponenty PCR 
Metoda PCR vyžaduje specifické komponenty pro p!ípravu sm si pro PCR. Jedná se 
o sm s látek, pot!ebných k vytvo!ení nového vlákna DNA. Základním stavebním kamenem 
jsou deoxynukleotidy (dNTP). Z t chto je tvo!eno nové vlákno. Dále je sm s složena z pufru 
pro PCR s ionty Mg2+, primer", termostabilní DNA polymerázy, DNA matrice a objem je 
dopln n na kone#nou hodnotu redestilovanou PCR vodou [10]. 
2.5.2.1 DNA matrice pro PCR 
Jako matrice pro PCR m"že být použita jakákoliv DNA. DNA je tvo!ena dv ma 
komplementárními !et zci. (et zce jsou spojeny vodíkovými m"stky mezi nukleotidovými 
bázemi (A, G, C, T). Lineární sekvence t chto bází p!edstavuje genetický kód. T!i po sob  
následující báze ur#ují jednu aminokyselinu [12]. 
Základními stavebními jednotkami DNA jsou sacharid ribóza a fosfodiesterovou vazbou 
navázané báze. Baze mohou být odvozeny od purinu (adenin, guanin), nebo od pyrimidinu 
(thymin, cytosin) [12]. 
Ob  vlákna jsou tvo!ena polynukleotidovými !et zci. Báze (A-T, G-C) jsou orientovány do 
st!edu a fosfosacharidové !et zce tvo!í vn jší kostru dvoušroubovice. Toto uspo!ádání 
minimalizuje odpudivé síly z negativn  nabitých fosfátových skupin. Díky t mto skupinám 
vykazuje molekula DNA záporný náboj. Komplementární párování bází pomocí vodíkových 
m"stk" je silou, která drží molekulu pohromad  [12]. 
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(et zce jsou orientovány antiparaleln . Orientace udává to, že fosfát spojuje 5´uhlík jedné 
deoxyribózy s 3´uhlíkem dalšího sacharidu. DNA je v bu$kách in vitro syntetizována vždy ve 
sm ru 5´' 3´, tato orientace se zachovává p!i zápisu sekvencí. Chemické vzorce bází jsou 
znázorn ny na Obrázku 3 [13]. 
Obrázek 3: Chemický vzorec bází vyskytujících se v DNA a ozna ení vzniku vodíkových 
m#stk# mezi nimi. 
 
 
Upraveno dle [14] 
 
P"sobením vysoké teploty dochází k p!erušení vodíkových m"stk". Nativní struktura se 
rozpadne a oba !et zce se odd lí (zaujímají konformaci náhodného klubka). K denaturaci 
m"že dojít i p"sobením jiných vliv" než je vysoká teplota, nap!íklad v alkalickém prost!edí 
dochází ke stejnému efektu [10]. 
P!i denaturaci DNA dochází k tzv. hyperchromnímu efektu. P!i p!erušení vodíkových 
m"stk" dochází ke zvýšení absorbance ultrafialového sv tla. P!echod mezi nativní formou 
a denaturovaným stavem se sleduje nej#ast ji m !ením UV – absorp#ního spektra p!i vlnové 
délce 260 nm. Denaturace je kooperativní proces, k hyperchromnímu posunu dochází jen 
v úzkém intervalu teplot [10]. 
 Stabilita molekuly DNA a teplota p!i které dochází k denaturaci je závislá p!edevším na 
podílu obsahu guaninu a cytosinu. S molárním pom rem t chto dvou bází roste teplota nutná 
k denaturaci. Tento fakt souvisí s po#tem vodíkových m"stk" mezi bázemi. Na rozdíl od 
adeninu s thyminem, které mezi sebou tvo!í dv  vodíkové vazby, guanin s cytosinem tvo!í t!i 
vodíkové vazby. To zvyšuje teplotu tání molekuly a tím tedy i teplotu, p!i které dochází 
k denaturaci. Teplota tání Tm je definována jako teplota, p!i které dochází k denaturaci u 50% 
molekul DNA.  Dalšími faktory ovliv$ující teplotu tání jsou pH, iontová síla roztoku, povaha 
rozpoušt dla a další [15]. 
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2.5.2.2 Termostabilní DNA polymeráza 
Protože na za#átku každého cyklu se denaturuje templátová DNA vysokou teplotou, která 
p"sobí stejn  i na enzymy, musí se p!i PCR používat tzv. termostabilní DNA polymerázy. 
Tyto enzymy pocházejí z termofilních bakterií, žijících v extrémních podmínkách (v horkých 
pramenech). Jejich proteinová struktura je evolucí uzp"sobena tak, že odolává po ur#itou 
dobu teplotám kolem 95°C. Tím je zajišt na jejich dostate#ná aktivita po celou dobu 
amplifikace. Nej#ast ji se pro PCR používá tzv. Taq – polymeráza, izolovaná z bakterie 
Thermus aquaticus. Její teplotní optimum je 75°C a polo#as inaktivace Taq – polymerázy je 
p!ibližn  40 minut p!i 95°C. Tento enzym má pouze 5´' 3´polymerázovou aktivitu, tedy 
není schopen opravovat chyby vzniklé p!i replikaci DNA. Dnes používané termostabilní 
polymerázy jsou dále vylepšeny metodami genových manipulací tak, aby byly ješt  odoln jší 
v"#i teplot  a lépe vyhovovaly svému použití v PCR [13]. 
2.5.2.3 Primery a jejich návrh 
Pro každou PCR, která má za cíl amplifikovat konkrétní úsek templátové DNA, je pot!eba 
navrhnout vhodný pár primer".  P!i návrhu primer" se musí zajistit, aby oba primery nasedly 
p!i stejné teplot  jen na p!esn  komplementární sekvenci v templátové DNA. Kdyby nasedaly 
nejen na p!esn  komplementární sekvence, tedy i jinde v templátové DNA, nedošlo by 
k efektivní amplifikaci zvoleného úseku DNA. Proto musejí mít oba primery shodnou, nebo 
tém ! shodnou teplotu tání [10]. 
Teplotu tání konkrétní sekvence ur#itého primeru lze ur#it bu) výpo#tem, nebo 
experimentáln . Vlastní teplota nasedání primer" musí být o n co nižší, než teplota tání. 
Pokud bychom použili p!ímo teplotu tání, bylo by nasednutí nestabilní. Konkrétní použitou 
teplotu pro hybridizaci primer" je #asto nutné ur#it experimentáln  (optimalizovat podmínky 
reakce) [10]. 
Krom  požadavku na shodnou teplotu tání musí konkrétní pár primer" spl$ovat i další 
požadavky. Nesmí tvo!it dimery a vlásenky. Dimer vzniká spárováním dvou primer" 
navzájem a p!í#inou jeho vzniku je delší komplementární úsek v sekvenci obou primer". 
Pokud je dimer p!íliš stabilní, m"že jeho tvorba p!evážit nad hybridizací primer" 
s templátovou DNA a PCR neprob hne [13]. 
Vlásenky vznikají vzájemným spárováním konc" stejného primeru navzájem. Protože 
vznik vlásenky m"že vy!adit jeden z primer" z nasedání na templátové vlákno, má proces 
stejné následky jako vznik dimer" – PCR neprob hne. Vhodné je využití r"zných typ" 
softwar", které umož$ují navrhnout nejvhodn jší primery pro amplifikaci sekvence [13]. 
2.5.3 Termocykler  
Cyklické zm ny teplot reak#ní sm si jsou !ízeny automaticky pomocí tzv. termocykleru. 
Jedná se o programovatelný termostat, který je schopen p!echodu mezi jednotlivými 
teplotami. Hlavním požadavkem je p!esnost a rychlost p!echodu. V sou#asné dob  existuje 
celá !ada výrobc" a typ" p!ístroj" s r"znými druhy zah!ívání a chlazení. Ukázka termocykleru 
je na Obrázku 4. 
Zkumavky s reak#ní sm sí jsou v termocykleru uloženy v kovovém bloku, jehož teplota je 
!ízena podle programu, nastaveného uživatelem. Reak#ní sm s je podobn  jako u jiných 
biochemických reakcí p!ipravena v mikrozkumavce. Odlišnost spo#ívá v tom, že 
mikrozkumavka musí být tenkost nná, aby umož$ovala rychlé zm ny teplot ve sm si pro 
 PCR. 
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Obvyklé je také sestavování reak#ní sm si tzv. na ledu. Mikrozkumavka je stále chlazena 
na teplotu mírn  nad 0 °C, aby se zabránilo p!ed#asné aktivit  Taq – polymerázy. P!i 
laboratorní teplot  totiž mohou primery nespecificky nasednout na místa, která neodpovídají 
zcela jejich sekvenci a Taq – polymeráza m"že zahájit replikaci. Reak#ní sm s by tak mohla 
být hned zpo#átku obohacena o nespecifické produkty PCR, které by v pozd jších krocích 
snižovaly ú#innost reakce, nebo by vedly ke vzniku zcela odlišných produkt" [13]. 
Obrázek 4: Obrázek termocykleru 
 
Upraveno dle [16] 
2.6 Detekce produkt% PCR 
V této kapitole jsou uvedeny dva zp"soby detekce produkt" PCR, které se využívají 
k vyhodnocování výsledk" provedené analýzy. 
2.6.1 Detekce PCR produkt% v konven&ní PCR 
Elektroforéza obecn  pat!í mezi elektromigra#ní separa#ní metody. Principem t chto metod 
je pohyb nabitých #ástic (molekul) v elektrickém poli, které je tvo!eno vkládáním 
konstantního stejnosm rného nap tí mezi elektrody. *ástice mají r"znou pohyblivost a tato 
vlastnost se využívá k jejich separaci [17]. 
Velikost separovaných #ástic m"že být r"zná, od iont" p!es velké makromolekuly až po 
koloidní #ástice a #ástice suspenzí #i emulzí. Metoda se využívá hlavn  k separaci vzork" 
biologického p"vodu [17]. 
Elektroforéza v agarózovém #i v polyakrylamidovém gelu se využívá k identifikaci 
fragment" DNA získaných pomocí metody PCR (amplikony, produkty PCR) [18]. 
Amplikony jsou d leny v elektrickém poli v závislosti na jejich velikosti. Podmínky pro 
d lení fragment" v r"zných rozmezích molekulových hmotností se zajiš&ují volbou vhodného 
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gelu a jeho koncentrace. Koncentrace gelu podle molekulových hmotností DNA fragment" 
jsou uvedeny v Tabulce 2 [10]. 
 
Tabulka 2: Interval molekulových hmotností fragment# DNA separovaných v agarózovém 
gelu p$íslušné koncentrace. 
Koncentrace agarózy v gelu [%] 
Interval molekulových hmotností 
lineárních molekul DNA [kb*] 
0,3 5 – 60 
0,6 1 – 20 
0,7 0,8 – 10 
0,9 0,5 – 7 
1,2 0,4 – 6 
1,5 0,2 – 3 
2,0 0,1 – 2 
* kb (kilobáze) = ozna#ení po#tu nukleotid" 
Upraveno dle [10] 
 
Vzorky DNA jsou aplikovány na gel do kom"rek a d leny za vhodného nap tí po dobu 
nutnou pro dobré rozd lení fragment". Pro dosažení optimálního rozd lení se udává nap tí 
5V/cm (5V na 1 cm vzdálenosti mezi elektrodami). 
 Po rozd lení je gel barven ethidium bromidem. Ethidium bromid je interkala#ní #inidlo, 
které se váže mezi dvojvlákna DNA a fluoreskuje po ozá!ení UV sv tlem o vlnové délce 260 
– 360 nm. Komplex DNA a barviva je vizualizován v UV sv tle na transiluminátoru. 
Dokumentace gel" je provád na digitálním fotoaparátem [17]. 
Pro stanovení velikosti jednotlivých PCR produkt" metoda využívá markery molekulových 
hmotností. Jsou to komer#n  dostupné sm si fragment" DNA o definované velikosti. Tvo!í 
tzv. žeb!í#ek. Porovnáním polohy získaných produkt" PCR s odpovídajícím fragmentem 
markeru m"žeme ur#it velikost. Velikost fragment" se b žn  udává jako po#et pár" bází – bp   
(z anglického „base pair“). Ukázka takového žeb!í#ku fragment" DNA je na Obrázku 5 [10]. 
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Obrázek 5: Standard 100 bp (žeb$í ek fragment#) DNA od 1 500 bp do 100 bp, který je 
rozd"len na 2,0 % agarozovém gelu. 
 
Upraveno dle [10] 
2.6.2 Detekce PCR produktu v nekonven&ní PCR (real-time PCR) 
Množství produktu, vytvo!eného amplifikací, závisí v každé PCR na množství templátové 
DNA, která je p!idána do reakce. Reakce probíhá kvantitativn . P!ibližné ur#ení množství 
produktu je možné posouzením intenzity pásu, který se objeví po detekci PCR produktu na 
gelu. P!esné ur#ení tohoto množství je možné pomocí nejnov jší, kvantitativní PCR, 
nap!íklad s využitím sondy ozna#ené fluorescen#ním barvivem [10]. 
Tato sonda musí být navržena tak, aby hybridizovala s templátovou DNA za stejných 
podmínek jako primery, a to tak, že nasedne na templátovou DNA v míst  mezi místy 
nasednutí obou protism rn  orientovaných primer". DNA polymeráza, která provádí replikaci 
od 3´konce primeru, se p!iblíží p!i syntéze komplementárního vlákna k sond . Používá se 
DNA polymeráza, která krom  své schopnosti syntetizovat komplementární vlákno má také 
exonukleázovou aktivitu, díky které m"že odbourat nasedlou sondu [19]. 
P!i odbourávání se uvolní jednotlivé nukleotidy sondy, z nichž n které jsou ozna#eny 
fluorescen#ním barvivem. Pro tento typ sond se p!itom používá fluorescen#ní barvivo, které 
není schopné fluorescence, dokud je vázáno ve struktu!e sondy. Jakmile se ale uvolní do 
roztoku, tak za#ne fluoreskovat. 
V pr"b hu PCR dochází k postupnému uvol$ování molekul fluorescen#ního barviva, takže 
roste fluorescence reak#ní sm si. Tento nár"st je p!ímo úm rný množství produktu, který 
v reakci vzniká. Speciální termocyklery, ur#ené pro kvantitativní PCR v reálném #ase, 
v pr"b hu PCR oza!ují vzorek excita#ním zá!ením, které vybudí fluorescenci uvoln ného 
barviva. Tuto fluorescenci p!ístroj po každém cyklu zm !í a výsledek p!edá !ídícímu 
softwaru, který zobrazuje pr"b žn  množství uvoln né fluorescence, které odpovídá množství 
vzniklého produktu [10]. 
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Výsledek reakce tak známe #asto d!íve, než prob hnou všechny cykly. Krom  tohoto 
urychlení je tato technika hlavn  výhodná tam, kde pot!ebujeme znát p!esné množství vstupní 
templátové DNA. Dále se dá využít p!i sledování exprese gen" pomocí tzv. reverzn  
transkrip#ní polymerázové !et zové reakce (RT-PCR) a v dalších aplikacích [13]. 
2.7 Izolace bakteriální DNA 
Identifikaci BMK analýzou DNA za využití polymerázové !et zové reakce (PCR) je 
významným diagnostickým prost!edkem. Hlavním požadavkem pro analýzu je izolace DNA 
v dosta#ujícím množství a p!edevším v kvalit  vhodné pro PCR. Izolace probíhá r"znými 
zp"soby a postupy. Hledají se alternativní metody izolace, které budou k izolované DNA 
šetrn jší a zaru#í tím v tší p!esnost a prokazatelnost výsledk". Takovou metodou je izolace 
pomocí magnetického nosi#e. 
2.7.1 Metoda fenolové extrakce 
Pro izolaci kontrolní DNA byla použita metoda fenolové extrakce. Fenolová extrakce DNA 
je separa#ní metoda využívající organická rozpoušt dla. Jejím principem je rozd lení látek ve 
dvou vzájemn  nemísitelných fázích. Tato metoda se využívá pro izolaci DNA z komplexních 
vzork", nebo z hrubých lyzát" bun k #isté bakteriální kultury. Extrakce je založena na 
chemických vlastnostech použitých komponent. Biomakromolekula DNA je nerozpustná 
v organických rozpoušt dlech a proto se pro tuto metodu využívá dvoufázového vodného 
systému, jedna fáze je organická a druhá fáze vodná. 
Žádoucí je izolace v nativní a biologicky aktivní form , což fenolová extrakce umož$uje.  
Použitá organická rozpoušt dla (fenol, chloroform) jsou však toxická Proto se hledají nové 
cesty pro jednoduchou izolaci DNA z komplexních vzork". Touto jednoduchou metodou je 
využití magnetických nosi#" pro izolaci DNA.  
2.8 Magnetické mikro&ástice 
Magnetické separa#ní techniky nacházejí využití v mnohých biotechnologických 
aplikacích. Poprvé byla magnetická separace popsána v literatu!e v roce 1792 Williemem 
Fullartonem [20]. Magnetické #ástice jsou využívaným nástrojem magnetické separace 
v aplikacích jako jsou imobilizace protein", enzym" a jiných bioaktivních látek, dále pak 
v biomedicínské analytice a biotechnologických aplikacích [21]. 
Magnetické mikro#ástice jsou tvo!eny anorganickým jádrem, které je nositelem 
magnetických vlastností. Jádro je tvo!eno magnetickým materiálem o pr"m ru menším než 
30 nm a je pokryto organickou polymerní matricí, aby nedocházelo k p!ímé interakci 
izolované látky s jádrem (chrání p!ed nespecifickými interakcemi). Magnetické vlastnosti 
jsou ur#eny materiálem, ze kterého je nosi# vyroben. Jeho výb r závisí na požadovaných 
vlastnostech kone#ného nosi#e.  
2.8.1 Vlastnosti magnetického nosi&e 
Magnetické nosi#e mají uplatn ní v mnoha odv tvích v dy. Od ú#elu jejich použití se 
odvíjí také jejich vlastnosti. Základní vlastností, vyplývající už z názvu, je magnetismus. 
P!esn ji !e#eno superparamagnetismus. Dále možnost funkcionalizace jejich povrchu 
a velikost #ástic, která je spjata s jejich p!ípravou. 
 20 
2.8.1.1 Paramagnetismus  
Tato vlastnost je založena na magnetických vlastnostech, které #ástice vykazují pouze 
v p!ítomnosti vn jšího magnetického pole. Pokud se v blízkosti #ástic nevyskytuje 
magnetické pole, nedochází k jejich nežádoucí agregaci. Zbytkový magnetismus vykazují 
#ástice jen z!ídka [22]. 
Paramagnetické vlastnosti má n kolik druh" materiál". Nejvíce vyhovující materiály jsou 
n které oxidy železa, jako je magnetit Fe3O4 (FeO.Fe2O3) a maghemit +-Fe2O3.  Projevují se 
silnou magnetizací. Magnetit obsahuje ve své m!ížce ionty železa ve form  Fe2+ a Fe3+. 
Maghemit obsahuje v m!ížce pouze ionty ve form  Fe3+ [22]. 
Vhodné vlastnosti mají i slou#eniny jiných prvk" jako je chróm, kobalt, nikl a další. Jejich 
použití p!i izolaci analyt" ze vzor" lidského p"vodu je omezené vzhledem k jejich toxicit  
[23, 24]. 
2.8.1.2 Velikost mikro ástic 
 Dalším parametrem nosi#e je velikost. Pokud se jedná o nano#ástice, pohybuje se jejich 
velikost v rozmezí 10 – 20 nm, v tší nosi#e jsou ozna#ovány jako mikro#ástice a jejich 
velikost se pohybuje v rozmezí 0,1 – 100 %m. Velikost má p!ímý vliv na magnetické 
vlastnosti. P!íliš malé #ástice p!estávají reagovat na vn jší magnetické pole a ztrácejí svou 
funkci [25]. 
V praxi musí být optimalizována velikost #ástice, aby její vlastnosti byly pro daný ú#el co 
nejp!ínosn jší. Hledá se kompromis mezi dostate#nou magneti#ností a velikostí aktivního 
povrchu nosi#e [26]. 
2.8.1.3 P!íprava mikro ástic 
P!íprava a syntéza magnetických #ástic je založena na fyzikálních metodách. Nejvíce 
rozší!enou p!ípravou magnetických mikro#ástic pro biotechnologické aplikace je p!íprava 
koprecipitací. Existují dv  metody p!ípravy #ástic  Fe3O4 a +-Fe2O3 v roztoku [27]. V prvním 
p!ípad  je roztok hydroxidu železnatého oxidován r"znými oxida#ními #inidly [28]. 
V druhém p!ípad  dochází ke koprecepitaci iont" Fe2+ a Fe3+ z roztok" solí za p!ídavku báze 
[29]. Velikost #ástic je ovlivn na druhem použité soli, pom rem mezi Fe2+ a Fe3+, iontovou 
sílou a precipita#ním médiem. 
2.8.1.4 Funkcionalizace povrchu mikro ástic 
Organická polymerní matrice musí být v"#i analytu inertní, umož$ovat úpravy povrchu 
zavád ním funk#ních skupin, které jsou využívány k následné imobilizaci ligand" a(izolaci 
analytu. Vrstvy magnetického nosi#e a znázorn ní funk#ních skupin je uvedeno na 
Obrázku 6. 
Aby bylo možné vázat analyty na povrch magnetického nosi#e, je t!eba upravit povrch 
jádra. K této úprav  se nej#ast ji používají p!írodní, nebo syntetické polymery. V p!ípad  
pot!eby lze použít i organické slou#eniny, nebo anorganické materiály. Vzniklá vrstva chrání 
magnetické jádro p!ed nespecifickými reakcemi, musí být biokompatibilní, stálá, nesmí 
probíhat interakce mezi samotnými #ásticemi nosi#e. Vrstva polymeru musí být dob!e 
modifikovatelná, aby mohlo dojít k imobilizaci analytu [30]. 
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Obrázek 6: Názorná ukázka stavby magnetického nosi e  
 
Upraveno dle [25] 
2.8.2 Aplikace magnetických mikro&ástic 
Aplikace magnetických mikro#ástic je velmi jednoduché a #asov  nenáro#né. Využívá se 
vn jšího magnetického pole (magnetu) pro jednoduchou, efektivní a ú#innou separaci #ástic 
z komplexního vzorku, nebo z hrubého lyzátu bun k. Separace a izolace probíhá v n kolika 
krocích uvedených na Obrázku 7 [31]. 
Použití magnetických mikro#ástic pro izolaci nukleových kyselin v akreditovaných 
laborato!ích je již v n kterých p!ípadech zavedeno. Nenáro#nost použití #ástic umož$uje 
automatizaci a zavedení do laboratorní praxe ve v tším než výzkumném m !ítku [31]. 
 
Obrázek 7: Aplikace  magnetických mikro ástic 
 
Upraveno dle [31] 
2.8.3 Metoda využívající magnetické nosi&e 
Tato metoda využívá reversibilní adsorpce DNA na nosi#. Po adsorpci DNA na nosi# 
dochází k její eluci do TE pufru. DNA lze tímto zp"sobem izolovat v kvalit  vhodné pro PCR 
a další molekulárn  genetické metody. Magnetické #ástice s navázanou DNA lze ze sm si 
snadno separovat pomocí magnetu. K reversibilní adsorpci DNA na nosi# dochází 
v p!ítomnosti vysoké koncentrace  PEG 6000 a NaCl [27]. 
2.8.4 Reverzibilní adsorbce nukleových kyselin na nosi& v prost$edí s PEG 6000 
 Polyethylenglykol (PEG) je polymerní látka. V p!ítomnosti chloridu sodného zp"sobuje 
dehydrataci molekuly DNA. P!i nízké koncentraci  chloridu sodného je DNA p!ítomna 
v uvoln né form , p!i zvýšení koncentrace dochází ke srážení makromolekul a vzniku 
kulovit  – spirálovitého tvaru. 
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V tomto stavu jsou makromolekuly DNA schopny interagovat s modifikovaným 
hydrofilním povrchem magnetického nosi#e, obsahujícím záporn  nabité funk#ní skupiny 
(karbooxylová skupina -COOH). DNA se z nosi#e uvol$uje do vhodného pufru [32]. 
2.8.4.1 Kondenzace molekuly DNA 
Vazba nukleových kyselin na nosi# je podmín na zm nou konformace makromolekuly. 
Musí dojít ke kondenzaci DNA a vytvo!ení globulárního stavu, který umož$uje adsorpci na 
nosi#. Kondenzace je podmín na p!ítomností polyethylenglykolu (PEG) a chloridu sodného 
(NaCl). Kondenzace a dekondenzace jsou dva procesy umož$ující p!echázení molekuly DNA 
z kompaktního stavu do uvoln ného stavu a naopak [12]. 
Kondenzace je obvykle definována jako zhroucení rozvinutého (hydratovaného) DNA 
dvou!et zce do jedné, nebo n kolika kompaktních molekul [33]. 
„In vitro“ p!i volné difúzi v roztoku je molekula DNA v uvoln ném rozvinutém stavu. 
V tomto p!ípad  lze kondenzaci vyvolat vn jším zásahem. Efektu kondenzace m"žeme 
dosáhnout nap!íklad za pomoci osmotického tlaku, který vytvo!íme neutrálním polymerem, 
nebo p!ídavkem soli. Typickým p!íkladem neutrálního polymeru je polyethylenglykol za 
p!ítomnosti Na+ ligand" (p!ídavek NaCl). Samostatné p"sobení Na+  není dosta#ující, proto se 
využívá úpravy osmotického tlaku p"sobením práv  neutrálním polymerem (PEG). 
Mechanismus procesu reverzní adsorpce není zcela objasn n – proto je p!edm tem mnoha 
studií [33]. 
2.8.5 Reverzibilní adsorbce nukleových kyselin na nosi& s využitím elektrostatických sil 
Pro využití elektrostatických sil pro adsorpci DNA na nosi# musí být povrch magnetického 
nosi#e funkcionalizován skupinami s opa#ným nábojem, než má molekula DNA. Používá se 
k tomu nap!íklad zavedení –NH2 skupiny. Tato skupina je schopna protonací vytvo!it kladný 
náboj a tak elektrostaticky reagovat se záporn  nabitou molekulou DNA [34]. 
Vliv pH, teploty a iontové síly roztoku na adsorpci a desorpci DNA z #ástic je stále 
intenzivn  studován. Bylo zjišt no, že adsorpce a desorpce závisí p!edevším na 
elektrostatických interakcích mezi kladn  nabitými magnetickými #ásticemi a záporn  nabitou 
molekulou DNA [34]. 
Adsorpce DNA na magnetický nosi# je podmín na n kolika faktory. DNA musí difundovat 
z reak#ního roztoku k povrchu magnetické mikro#ástice. D"ležitým faktorem je rovnováha 
mezi adsorpcí a desorpcí molekul na nosi#. A v neposlední !ad  je podstatné brát v úvahu 
afinitu dalších molekul (mimo nukleových kyselin) k nosi#i. Elektrostatické interakce by 
m ly být dominantní oproti dalším možným reakcím ve sm si, jako jsou nap!íklad hydrofobní 
interakce [34]. 
2.8.6 Využití mikro&ástic pro izolaci DNA z komplexních vzork% potravin 
Komplexním vzorkem potravin jsou reálné vzorky potravin, obsahující í látky, které mohou 
interferovat v PCR. Práce s komplexním vzorkem je složit jší než s #istou bakteriální 
kulturou. Žádoucí je #istota a kvalita DNA, vhodná pro provedení analýzy metodou PCR. 
Toto není u komplexních vzork" b žnými metodami snadno dosahováno. Do procesu je t!eba 
za!azovat další purifika#ní kroky, které vedou ke snížení výt žku, p!ípadn  i ke snížení 
kvality DNA. Využití magnetických nosi#" pro izolaci DNA z takto komplexních vzork" je 
dobrým !ešením problému. N které komer#n  dostupné nosi#e jsou v praxi již využívány. 
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Jsou však vyvíjeny stále nové nosi#e pro zcela konkrétní aplikace. Jejich testování a studiu je 
v nována velká pozornost. 
P!i použití magnetického nosi#e se DNA, uvoln ná z bun k p!ítomných ve vzorku, 
reverzibiln  váže na modifikovaný povrch polymeru, kterým je obaleno magnetické jádro. 
V procesu se po navázání nosi# promývá a tím se odstra$ují zbytky nežádoucích p!ím sí, 
které by mohly zp"sobit interference v PCR. Nejv tší výhoda této metody je #istota a vysoká 
kvalita izolované DNA. P!i dob!e optimalizovaném procesu a vhodn  zvolených nosi#ích, 
m"žeme získat dostate#né množství DNA v kvalit  vhodné pro PCR a analýza DNA probíhá 
bez dalších komplikací.  
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3 CÍL PRÁCE 
Cílem této práce bylo testování dvou typ" magnetických hydrofilních nosi#" na bázi 
HEMA pro izolaci bakteriální DNA. Nosi#e byly funkcionalizovány na povrchu polymeru 
skupinami –COOH a nebo –NH2. Byl sledován vliv degradace RNA enzymem RNázou A na 
množství DNA izolované z hrubých lyzát" bun k.  
Nosi#e byly využity pro izolaci DNA z hrubých lyzát" bun k #isté bakteriální kultury.  
 
1) v prost!edí 16 % PEG 6000 a NaCl 
2) s využitím elektrostatických sil 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ  ÁST 
4.1 Materiál 
4.1.1 Bakteriální bu(ky 
Pro kultivaci byly použity bu$ky bakteriálního kmene. 
 Lactobacillus paracassei  RL-10 75B (Sbírka #istých mléka!ských kultur 
Laktoflóra, Tábor, *R) 
4.1.2 DNA pro testování mikro&ástic s –NH2 skupinou 
Byla použita DNA z ku!ecích erytrocyt" v dehydratované form . P!ed použitím byla DNA 
rozpušt na v testovaném pufru o daném pH. 
4.1.3 Charakteristika použitých magnetických nosi&% 
Pro izolaci bakteriální DNA byly použity magnetické polymerní mikro#ástice P(HEMA-co-
GMA) a P(HEMA-co-EDMA) p!ipravené na Ústavu makromolekulární chemie Akademie 
v d *R v Praze Ing. D. Horákem, CSc., Jejich povrch byl funkcionalizován  hydroxylovými 
(-COOH) nebo aminovými (-NH2) skupinami. Charakteristika nosi#" je uvedena v Tabulce 3. 
Tabulka 3: Charakteristika nosi # vybraných pro testování 
Nosi& 
ozna&ení 
Polymer 
Fe 
[%hm] 
Funk&ní 
skupina 
Množství 
skupin 
[mM/g] 
Pr%m'r 
nosi&% 
[)m] 
Fkol 135ox P(HEMA-co-GMA) 6,6 -COOH 2,61 1,0 
FH 46ox P(HEMA-co-EDMA) 6,55 -COOH 0,85 1,5 
NH2 P(HEMA-co-GMA) - -NH2 - - 
 
Nosi#e byly dodány ve vysušené stavu. P!ed použitím byly nosi#e naváženy na koncentraci 
2 mg/ml, nebo vyšší (podle pot!eby) a byla vytvo!ena suspenze nosi#e ve sterilní vod . 
V p!ípad  nutnosti p!ípravy suspenze v testovaném pufru, lze nosi#e odseparovat a promýt 
požadovaným pufrem.  
4.1.4 Chemikálie  
 Agar (Erba Lachema, Brno, *eská republika) 
 Agaróza pro elektroforézu (Serva Electrophoresis, N mecko) 
 Destilovaná voda (FCH VUT Brno, Brno, *R) 
 DNA velikostní standard (žeb!í#ek 100 bp) (MALAMITÉ, Moravské Prusy, *eská 
republika). Obsahuje fragmenty 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1 000, 
1 200 a 1 500 bp. 
 Dodecylsulfát sodný, SDS (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
 Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, *eská republika) 
 Ethidium bromid, EtBr (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
 Fenol (Erba Lachema, Brno, *eská republika) 
 Hydroxid sodný (Erba Lachema, Brno, *eská republika) 
 Chlorid sodný (Erba Lachema, Brno, *eská republika) 
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 Chloroform (Penta, Chrudim, *eská republika) 
 Isoamylalkohol (3-methyl-1-butanol) (Erba Lachema, Brno, *eská republika) 
 Kyselina ethylendiamintetraoctová, EDTA (Serva Electrophoresis, N mecko 
 Lysozym (Serva Electrophoresis, N mecko) 
 Octan sodný (Erba Lachema, Brno, *eská republika) 
 Polyethylenglykol 6 000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
 Proteináza K (Serva, Heidelberg, N mecko) 
 RNáza A (Serva, Heidelberg, N mecko) 
 Tris(hydroxymethyl)aminomethan, Tris-báze (Serva Electrophoresis, N mecko) 
 Další b žné chemikálie v kvalit  p.a. 
4.1.5 Kultiva&ní média 
 MRS médium 
Složení média bylo p!evzato z internetových stránek *eské sbírky mikroorganism" (CCM 
Brno), jako médium vhodné pro rod Lactobacillus. Složení média je uvedeno v následující 
Tabulce 4. Médium bylo sterilizováno v autoklávu v alikvotních objemech p!i 121°C po dobu 
20 minut a uchováváno v chladícím boxu p!i 4°C. 
Tabulka 4: Složení média pro rod Lactobacillus (CCM Brno) 
Složka Podíl 
Kvasni#ný extrakt 5 g 
Masový extrakt 10 g 
Pepton 10 g 
Glukóza 20 g 
Tween 80 5 ml 
K2HPO4 2 g 
Octan sodný 5 g 
Citran amonný 2 g 
MgSO4 . 7H2O 0,2 g 
MnSO4 . 4H2O 0,05 g 
Destilovaná voda 1000 ml
4.1.6 Roztoky pro lyzi bakteriálních bun'k 
K lyzi bakteriálních bun k byly použity následující roztoky dle Španové a Ritticha [35]. 
 
 10 mM Tris-HCl (pH 7,8) 
Roztok byl p!ipraven !ed ním ze 1M Tris-HCl zásobního roztoku. Zásobní roztok byl 
p!ipraven tak, že bylo rozpušt no 121,1 g Tris-báze v 800 ml destilované vody. Výsledné pH 
bylo upraveno koncentrovanou HCl na hodnotu 7,8 a roztok byl dopln n destilovanou vodou 
na objem 1000 ml. 
Tento objem byl rozd len na alikvotní podíly a poté sterilizován 20 minut p!i 121°C. 
 
 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
Zásobní roztok byl p!ipraven tak, že bylo rozpušt no186,1 g v 800 ml destilované vody. 
Výsledné pH bylo upraveno p!idáním asi 20 g NaOH. Nejd!íve bylo p!idáno 15 g NaOH 
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a poté byl postupn  p!idáván zbytek po perli#kách za stálé kontroly pH roztoku. EDTA bylo 
rozpušt no p!i hodnot  pH 8,0. Vše probíhalo za stálého míchání na magnetické mícha#ce. 
Roztok byl dopln n na objem 1000 ml a po rozd lení na alikvotní díly byl sterilizován p!i 
121°C po dobu 20 minut.    
 
 Lyza#ní roztok A (10 mM Tris-HCl, pH 7,8; 5 mM EDTA, pH 8,0) 
Roztok byl p!ipraven ze zásobních roztok"  1 M Tris-HCl (pH 7,8) a 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
a to tak, že byl steriln  smíchán 1 ml 1 M Tris-HCl a 1 ml 0,5 M EDTA a objem byl dopln n 
sterilní destilovanou vodou na 100 ml. 
 
 Lyza#ní roztok B (lyza#ní roztok A s obsahem lysozymu) 
Roztok byl p!ipraven ze zásobních roztok"  1 M Tris-HCl (pH 7,8) a 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
a to tak, že byl steriln  smíchán 1 ml 1 M Tris-HCl a 1 ml 0,5 M EDTA a objem byl dopln n 
sterilní destilovanou vodou na 100 ml. 
P!ed použitím byl k roztoku p!idán lysozym ve výsledné koncentraci 3,0 mg/ml. 
 
 SDS (20%) 
Bylo rozpušt no 20 g SDS v 80 ml sterilní destilované vody a objem byl dopln n na 
kone#ných 100 ml. Roztok byl ponechán bez sterilizace. 
 
 Proteináza K (100 %g/ml) 
Bylo rozpušt no 100 %g v 1 ml destilované sterilní vody. Množství bylo rozd leno na 
alikvotní #ásti po 100 %l. Enzym byl uchováván p!i -20°C. 
 
RNáza A (100 %g/ml) 
Enzym byl p!ipraven v 10 mM Tris, pH 7,5 a 1,5 mM NaCl. 
4.1.7 Roztoky pro izolaci bakteriální DNA 
K izolaci bakteriální DNA byly použity tyto roztoky dle  Španové a Ritticha [35]. 
4.1.7.1 Roztoky pro izolaci bakteriální DNA fenolovou extrakcí 
 Fenol (pH 7,8) 
Fenol byl p!edestilován p!i 159°C v p!ítomnosti zinkového prášku. Výsledné pH bylo 
upraveno na hodnotu 7,8. Poté byl p!idán oxychinolin (1%), vodní fáze byla odebrána a byl 
p!idán TE pufr. Fenol byl uchováván p!i -20°C. 
 
 CIZ 
Sm s chloroform – isoamylalkohol  v pom ru 24:1 
 
 Roztok octanu sodného (3 M) 
Roztok byl p!ipraven rozpušt ním 40,81 g CH3COONa . 3 H2O v 80 ml destilované vody. 
Výsledné pH bylo upraveno ledovou kyselinou octovou na 5,2 a roztok byl dopln n na 
kone#ný objem 100 ml. Sterilizace byla provedena p!i 121°C po dobu 20 minut a roztok byl 
uchováván p!i 4°C. 
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 TE pufr (10 mM Tris-HCl, pH 7,8; 1 mM EDTA, pH 8,0) 
Bylo steriln  smícháno 1 ml 1 M Tris-HCl (pH 7,8) s 0,2 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a roztok 
byl dopln n sterilní vodou na kone#ný objem 100 ml. 
4.1.7.2 Roztoky pro izolaci bakteriální DNA magnetickým nosi em 
 5 M NaCl 
Bylo rozpušt no 58,4 g NaCl ve 150 ml destilované vody, objem byl dopln n na kone#ných 
200 ml. Roztok byl sterilizován p!i 121°C po dobu 15 minut. 
 
 Roztok poly(ethylenglykolu) PEG 6000 (40 %) 
Bylo rozpušt no 40 g PEG 6000 v 60 ml destilované vody. Dále byl objem dopln n na  
100 ml. Roztok byl uchováván p!i 4°C  
 
 Ethanol (70 %) 
Roztok byl !ed n ze zásobního roztoku o koncentraci 96 %. Bylo smícháno 70 ml 96 % 
ethanolu s 26 ml destilované vody. Roztok byl uchováván p!i laboratorní teplot . 
 
 10 mM Tris o pH 7,0; 7,6; 8,0; 8,5 
Roztok byl p!ipraven !ed ním ze 1M Tris zásobního roztoku. Zásobní roztok byl p!ipraven 
tak, že bylo rozpušt no 121,1 g Tris-báze v 800 ml destilované vody. Výsledné pH bylo 
upraveno koncentrovanou HCl na požadovanou hodnotu pH a roztok byl dopln n 
destilovanou vodou na objem 1000 ml. 
Tento objem byl rozd len na alikvotní podíly a poté sterilizován 20 minut p!i teplot  
121°C. 
4.1.8 Roztoky pro agarózovou gelovou elektroforézu DNA 
 TBE pufr (5x koncentrovaný) 
Roztok byl p!ipraven rozpušt ním 54 g Tris-báze a 27,5 g kyseliny borité v 600 ml 
destilované vody. Dále bylo p!idáno 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0), výsledné pH bylo 
upraveno pomocí 1 M NaOH na kone#nou hodnotu 8,0. Roztok byl dopln n na objem 1 l. 
V p!ípad  p!ítomnosti pevných #ástic byl roztok p!efiltrován. P!ed použitím byl roztok 
na!ed n 10x destilovanou vodou. 
 
 Agarózový gel 
Pro p!ípravu agarózového gelu bylo rozva!eno 1,8 g agarózy ve 100 ml 
0,5x koncentrovaného TBE pufru. 
 
 Ethidium bromid (Erbe) (0,5 %g/ml) 
Pro p!ípravu roztoku byl zásobní  roztok EtBr (2,5 mg/ml) na!ed n a to tak, že bylo 100 %l 
zásobního roztoku p!idáno do 500 ml sterilní destilované vody. 
 
 Nanášecí pufr 
6x koncentrovaný pufr: 750 mM Tris-HCl, pH 8,8; 200 mM (NH4)2SO4; 1% Tween 20; 
25 mM MgCl2. 
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4.1.9 P$ístroje a pom%cky 
 Analytické váhy pioneerTM PA 114 (Ohaus, New Jersey, USA) 
 Centrifuga Mini spin (Eppendorf, Hamburg, SRN) 
 Exikátor (KIF LAB, Freiburg, SRN) 
 Laboratorní váhy CS 200 (Ohaus, New Jersey, USA) 
 Magnetický separátor DynaMagTM (Invitrogen, Oslo, Norsko) 
 Mikrovlnná trouba SMW 2320 (Sencor, *R) 
 MiniCyklerTM PTC 150 (JM Research, Watertown, USA) 
 NanoPhotometrTM (Implen, Mnichov, SRN) 
 Termostat – Mini Incubator 230 V (Pagnet, New Jersey, USA) 
 TransiluminátroSpectroline® TVR-312A/F (SpectronicsCorporation, Westbury, 
USA) 
 Za!ízení pro elektroforézu Easy-*ást, model B1 (Owlscientific,USA) 
 Zdroj elektrického nap tí pro elektroforézu EnduroTM 300 V (Pagnet, New Jersey, 
USA) 
 Další b žné laboratorní vybavení 
4.2 Metody 
V této kapitole jsou vysv tleny postupy a metody použité p!i práci v laborato!i v rámci této 
diplomové práce. Návody byly p!evzaty ze skript Analýza vybraných druh" bakterií 
mlé#ného kvašení pomocí metod molekulární biologie [35]. 
4.2.1 Kultivace bakteriálních bun'k 
O#kování bylo provedeno v o#kovacím boxu. Do zkumavek bylo pipetováno 10 ml živného 
MRS média. Do zkumavek s médiem byla nao#kována kultura Lactobacillus sp. RL – 10 
v množství 100 µl. 
Kultivace probíhala v inkubátoru p!i 37°C po dobu 24 hodin. Poté byla kultura použita 
k p!íprav  hrubých lyzát" bun k a dále pak k izolaci DNA fenolovou extrakcí a k izolaci 
DNA magnetickým nosi#em. 
4.2.2 Kontrola &istoty bakteriální kultury 
Kontrola #istoty bakteriální kultury byla provedena metodou k!ížového rozt ru. Bakteriální 
kultura narostlá v tekutém živném médiu byla nao#kována na Petriho misku s pevným 
živným médiem. Zp"sob provedení k!ížového rozt ru je uveden na Obrázku 8. 
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 Obrázek 8: Provedení k$ížového rozt"ru p$i kontrole  istoty bakteriální kultury 
 
Upraveno dle [1] 
 
Kultivace byla provedena v termostatu p!i 37°C po dobu 24 hodin. Po kultivaci byly 
kolonie narostlé na agaru vyhodnoceny. Hlavními body hodnocení byly vzhled kolonie, její 
barva, velikost, tvar a další. 
4.2.3 Lyze bakteriálních bun'k 
Hrubý lyzát bun k, který se dále využívá p!i izolaci bakteriální DNA, byl p!ipraven z p!es 
noc narostlé kultury.  
Postup lyze bakteriálních bun k je popsán v následujících n kolika bodech. 
 
1) Z bakteriální kultury byl odpipetován 1 ml (p!ípadn  3ml – up!esn ní ve výsledcích) do 
Eppendorfovy mikrozkumavky (objem 1,5 ml) a poté byl obsah centrifugován p!i 
14 500 ot/min po dobu 5 minut. Po dokon#ení centrifugace byl supernatant slit 
a okapán. 
2) Sedimentované bu$ky byly resuspendovány v 1 ml lyza#ního roztoku A. Nejd!íve bylo 
p!idáno 100 µl pro snadn jší manipulaci p!i resuspendování a poté byl p!idán zbytek 
(900 µl). Suspenze byla op t centrifugována p!i 14 500 ot/min po dobu 5 minut. 
3) K sedimentu bylo p!idáno 500 µl lyza#ního roztoku B a bu$ky byly dokonale 
resuspendovány. 
4) Vzorky byly inkubovány p!i laboratorní teplot  po dobu 1 hodiny. 
5) Po inkubaci bylo ke vzork"m p!idáno 12,5 µl 20 % SDS a 5 µl proteinázy K 
(100 µg/ml), vše bylo dob!e promícháno. 
6) Dále byly vzorky inkubovány p!i 55°C cca 3 hodiny, pop!ípad  p!es noc. Vzorky byly 
ob#as promíchány. 
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7) Po inkubaci bylo k #ásti vzork"m p!idáno 10 µl RNázy A (100 µg/ml), vzorky byly 
promíchány a inkubovány p!i 37°C po dobu 30 minut. 
 
Takto p!ipravené hrubé lyzáty bun k byly ihned použity pro další izolaci DNA, nebo byly 
uchovávány p!i teplot  -20°C.  
4.2.4 Izolace bakteriální DNA fenolovou extrakcí 
Z p!ipravených hrubých lyzát" bun k (s RNázou A i bez RNázy A)  byla izolována 
bakteriální DNA. Jedna z použitých metod byla fenolová extrakce. Postup p!i této metod  je 
popsán v následujících n kolika bodech. 
 
1) Z p!ipraveného hrubého lyzátu bylo odebráno 500 %l, nebo 100 %l a p!eneseno do #isté 
sterilní Eppendorfovy zkumavky. Poté byl k množství lyzátu p!idán stejný objem fenolu 
(p!edestilovaný, pH 7,8). 
2) Sm s byla opatrn  promíchávána kývavým pohybem po dobu 4 minut. Následn  byla 
sm s centrifugována p!i 14 500ot/min po dobu 5 minut. 
3) Vodní fáze byla opatrn  odpipetována pomocí špi#ky se zast!iženým koncem do #isté 
sterilní Eppendorfovy zkumavky a objem byl dopln n TE pufrem na hodnotu 500 %l. 
4) K vodní fázi dopln né na požadovaný objem bylo p!idáno 700 %l sm si chloroform –
 isoamylalkohol  (24:1). Sm s byla op t opatrn  promíchávána kývavým pohybem po 
dobu 4 minut a poté centrifugována p!i 14 500 ot/min po dobu 10 minut. 
5) Vodní fáze byla odpipetována do #isté sterilní Eppendorfovy zkumavky. 
4.2.5 Srážením DNA ethanolem 
P!i izolaci fenolovou extrakcí je #asto vzorek DNA zne#išt n použitými chemikáliemi, 
proto se p!istupuje k procesu p!e#išt ní DNA srážením ethanolem. Tento postup byl použit 
také p!i zm n  pufru, ve kterém byla izolovaná DNA rozpoušt na. Postup procesu je popsán 
níže. 
 
1) Vodní fáze s DNA z p!edchozího kroku byla dopln na automatickou pipetou na objem 
400 %l TE pufrem. Dále byl ke vzorku p!imíchán 3 M octan sodný v objemovém 
množství 1/20 celkového objemu (20 %l) a sm s byla dob!e promíchána. 
2) Poté byl ke vzorku p!imíchán 96 % ethanol vychlazený na -20°C a to v objemovém 
množství 2,5 násobku objemu p"vodního vzorku (1 ml). Sm s byla dob!e promíchána 
a ponechána k vysrážení DNA 15 – 20 minut p!i teplot  -20°C. 
3) Po vysrážení byla sm s centrifugována p!i 14 500 ot/min po dobu 15 minut. Následn  
byl supernatant opatrn  slit. 
4) Sediment byl propláchnut 500 %l ethanolu o koncentraci 70 % a op t byla sm s 
centrifugována p!i 14 500 ot/min po dobu 10 minut. Supernatant byl opatrn  slit 
a sediment byl sušen v exsikátoru po dobu 15 minut. 
5) Sedimentovaná p!e#išt ná DNA byla v záv ru rozpušt na v 500 %l (pop!ípad  do 50 %l) 
TE pufru. 
 
Takto p!e#išt ná bakteriální DNA byla pro krátkodobou úchovu ponechána p!i 4°C, nebo 
pro dlouhodobou úchovu zamražena na -20°C. Tato DNA byla použita pro agarózovou 
gelovou elektroforézu a jako matrice pro metodu PCR.  
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4.2.6 Izolace DNA magnetickým nosi&em 
Izolace magnetickým nosi#em je alternativní metoda pro získávání DNA z hrubého lyzátu 
bun k. Sm s komponent" a jejich po!adí je uvedeno v Tabulce 5, postup je popsán níže 
v bodech. 
Izolace prob hla z hrubých lyzát" jak s použitím enzymu RNáza A, tak i bez degradace 
RNA pomocí RNázy A. 
Tabulka 5: Složení sm"si pro izolaci DNA pomocí magnetických nosi #  
Krok Komponenta Objem ()l)
1 Voda 0 
2 NaCl (5 M) 400 
3 Hrubý lyzát bun k 100 
4 PEG 6000 (40 %) 400 
5 Magnetický nosi# (2 mg/ml) 100 
Celkem 1000 
 
1) Složky sm si pro izolaci DNA byly smíchány v po!adí a množství, ve kterém jsou 
uvedeny v p!edchozí tabulce (Tabulka 5). Výsledná koncentrace složek PEG 6000 
a NaCl byly:  PEG 6000 – 16 %, NaCl – 2 M 
2) Po smíchání složek byla suspenze inkubována p!i laboratorní teplot  po dobu 15 minut. 
Po uplynutí doby inkubace byly zkumavky umíst ny na 15 minut do magnetického 
separátoru a nosi# byl odseparován. V p!ítomnosti magnetického pásu (magnetu) byl 
supernatant opatrn  odpipetován ze zkumavky. 
3) Magnetický nosi# s navázanou DNA bez p!ítomnosti magnetického pásu (magnetu) byl 
promyt 500 %l 70 % ethanolu. Sm s nosi#e a ethanolu byla promíchána a nosi# byl op t 
odseparován za použití magnetického separátoru. Separace probíhala po dobu 2 minut. 
4) Supernatant byl opatrn  odpipetován ze zkumavky v p!ítomnosti magnetického pruhu. 
Ethanol v nosi#i byl odpa!en v mini-inkubátoru p!i teplot  55°C. 
5) DNA navázaná na nosi# byla eluována do 50 %l TE pufru po dobu 30 minut. Poté byl 
nosi# odseparován magnetem a TE pufr s DNA byl odpipetován do #isté sterilní 
Eppendorfovy zkumavky.  
 
Takto izolovaná bakteriální DNA byla pro krátkodobou úchovu ponechána p!i 4 °C, nebo 
pro dlouhodobou úchovu zamražena na -20 °C. P!i práci byla DNA použita pro agarózovou 
gelovou elektroforézu a jako matrice pro metodu PCR. 
4.2.7 Podmínky izolace DNA pomocí elektrostatických sil 
DNA ku!ecích erytrocyt" byla rozpušt na v 10 mM Tris pufru o r"zném pH (7,0; 7,6; 8,0; 
8,5) a byla použita k testování podmínek vazby na mikro#ástice s funk#ní skupinou –NH2. 
Koncentrace DNA se pohybovala v hodnotách 500 ng/%l a více. Postup izolace je uveden 
níže. 
 
1) K 50 %l DNA z ku!ecích erytrocyt" rozpušt né v 10 mM Tris pufru o daném pH bylo 
napipetováno 50 %l magnetických mikro#ástic suspendovaných v 10 mM Tris pufru 
o stejném pH. Koncentrace mikro#ástic byla 10 mg/ml. 
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2) Sm s byla promíchána a inkubována p!i laboratorní teplot  po dobu 3 hodin. 
3) Magnetický nosi# byl odseparován pomocí magnetického separátoru a supernatant byl 
odpipetován do #isté mikrozkumavky. V supernatantu byla zm !ena koncentrace DNA. 
4) Magnetický nosi# byl promyt 400 %l 70 % ethanolu a opatrn  vysušen v exsikátoru. 
5) Po usušení byla DNA eluována z nosi#e do 50 %l TE pufru o pH 9,0. Eluce probíhala 
30 minut p!i laboratorní teplot  a pak p!i 4 °C do druhého dne.  
6) K vyhodnocení byla použita koncentrace DNA p!ed vazbou na nosi# (výchozí 
koncentrace DNA), hodnota koncentrace DNA v supernatantu a hodnota koncentrace 
eluované DNA.  
4.2.8 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a &istoty DNA 
M !ení koncentrace a #istoty izolované DNA bylo provedeno na p!ístroji NanoPhotometer 
za použití speciální kyvety (LabelGuard). Vzorky byly temperovány na laboratorní teplotu 
a p!ed m !ením !ádn  zamíchány. Jako slepý vzorek (referen#ní vzorek) byl použit TE pufr, 
ve kterém byla DNA po izolaci rozpušt na. V p!ípad  supernatantu byl slepý vzorek pufr, ve 
kterém byla DNA rozpušt na. 
Na p!ístroji byla m !ena absorbance p!i vlnových délkách 230, 260, 280 a 320 nm. Dále 
byly ode#teny pom ry absorbancí p!i vlnových délkách A260nm/A280nm a A260nm/A320nm. 
Koncentrace (ng/%l) byla ode#tena z displeje p!ístroje. Ur#ující pro ni je hodnota absorbance 
p!i 260 nm. 
4.2.8.1 Postup m"!ení na NanoPhotometru 
 Byl zapnut p!ístroj 
 Byla vložena kyveta LabelGuard 
 Byl vybrán soubor 1. Labelguard Applications 
 Požadavky na m !ení byly vybrány ' 1. Nucleic acids ' 1. ds DNA 
 Parametry byly zkontrolovány (Lid factor podle výb ru ví#ka) a potvrzeny. 
 Byl zm !en slepý vzorek 
 Vzorek byl prom !en (objem podle zvoleného ví#ka – viz Tabulka 6) 
 Po m !ení byl vzorek odpipetován 
 Kyveta byla ot!ena ethanolem a osušena had!íkem 
 P!ístroj byl vypnut 
Tabulka 6: Parametry k m"$ení podle zvoleného ví ka 
Ví&ko Lid 5 Lid 10 Lid 50 
Optická dráha (nm) 2 1 0,2 
Objem vzorku ()l) 6 – 10 3 – 5 0,7 – 4 
Rozsah koncentrace DNA (ng/)l) 7 – 350 14 – 700 250 – 4000 
 
Pro pot!eby experimentu bylo zvoleno ví#ko Lid 10 s optickou dráhou 1 nm. Na kyvetu byl 
nanášen vzorek pro m !ení v objemu 3 %l. P!ed m !ením byl nastaven jako slepý vzorek TE 
pufr. Vzorek pro slepý vzorek byl na kyvetu nanášen ve stejném objemu jako m !ený vzorek 
(3 %l). 
Ví#ko i kyveta byly ot!eny po každém m !ení ethanolem a suchým had!íkem. Koncentrace 
DNA, hodnoty absorbance A260nm, A280nm, A230nm, A320nm a další informace byly ode#teny 
z displeje p!ístroje. 
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Celková hmotnost izolované DNA byla vypo#tena p!evedením koncentrace na objem TE 
pufru, do kterého byla DNA eluována dle Rovnice 1. 
Rovnice 1: Výpo et celkové hmotnosti izolované DNA 
Vcm  !   
 
Kvalita DNA byla hodnocena podle hodnot ode#tených z displeje p!ístroje. 
 
Zhodnocení výstupu z p!ístroje: 
A230nm – absorbuje fenol 
A260nm – absorbuje nukleová kyselina 
A280nm – absorbují proteiny 
A320nm – pozadí 
A260nm/A280nm – #istota DNA (1,8 – 2,0) 
 A260nm/A280nm > 2 – kontaminace RNA 
 A260nm/A280nm < 1,8 – kontaminace proteiny 
4.2.9 Ov'$ení kvality izolované DNA metodou PCR 
Pro ov !ení kvality izolované bakteriální DNA byla použita metoda PCR. Kontrola 
prob hla s DNA izolovanou metodou fenolové extrakce i s DNA izolovanou pomocí 
magnetického nosi#e. 
V následující Tabulce 7 je p!ehled komponent PCR sm si a jejich objemové zastoupení. 
Jedna sada primer" byla použita na PCR pro rod Lactobacillus a druhá sada primer" byla 
použita na PCR pro doménu Bacteria. 
Tabulka 7: Komponenty pro p$ípravu sm"si pro  PCR 
Komponenty Objem [)l] 
Voda pro PCR 19,0 
Reak#ní pufr kompletní (10x koncentrovaný) 2,5 
Sm s dNTP (10mM) 0,5 
Primer 1 (10 pmol/%l) 0,5 
Primer 2 (10 pmol/%l) 0,5 
Taq DNA-polymeráza (1U/%l) 1,0 
Matrice DNA 1,0 
Celkem 25,0 
4.2.9.1 Postup pro p!ípravu sm"sí pro PCR. 
1) Všechny komponenty byly p!ed použitím promíchány a centrifugovány. Sm s byla 
p!ipravována ve sterilním boxu a v rukavicích. Po každém pipetování byla sm s !ádn  
zamíchána. P!ed spušt ním cykleru byly vzorky sto#eny na centrifuze, aby nez"staly 
kapky na st nách zkumavek. 
2) Komponenty byly míchány v po!adí a v objemovém množství uvedeném v Tabulce 7, 
dále p!i negativní kontrole byla místo DNA matrice použita PCR voda a v p!ípad  
pozitivní kontroly DNA rodu Lactobacillus o koncentraci 10 ng/%l 
3) Na cykleru byl nastaven program pro požadovanou PCR. Jeho kroky jsou uvedeny 
v Tabulce 8 (rod Lactobacillus) a v Tabulce 10 (doména Bacteria).  
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4) Kroky 2 – 4 jsou opakovány v 29-ti cyklech. Celkový po#et cykl" byl 30. Po skon#ení 
amplifikace dochází k chlazení cykleru až na teplotu 10 °C, p!i které v p!ípad  pot!eby 
lze DNA n jakou dobu uchovat.  
5) Získané produkty PCR (amplikony) byly detegovány agarózovou gelovou 
elektroforézou. Jejich velikost je pro rod Lacobacillus 250 bp a pro doménu Bakteria 
466 bp.  
4.2.9.2 PCR pro rod Lactobacillus 
Pro metodu PCR byly použity specifické primery pro rod Lactobacillus. Tyto primery 
umožnily potvrzení p!ítomnosti specifické DNA ve vzorku. Použité primery a jejich sekvence 
jsou uvedeny v Tabulce 8. 
Tabulka 8: Primery specifické pro rod Lactobacillus. 
Primer Sekvence primeru (5´-3´) 
Velikost PCR 
produktu 
Zdroj [36] 
LbLMA 1-rev CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC 
R16-1 CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA 
250 bp 
Dubernet a 
spol. 2002 
 
Termocykler umož$uje vlastní nastavení program". Pro rod Lactobacillus byl zvolen 
program s názvem LBCROD. Jeho kroky jsou popsány v Tabulce  9. Po skon#ení amplifikace 
byly vzorky naneseny na gel. 
Tabulka 9: Kroky programu rodu Lctobacillus p$i metod" PCR 
LBCROD 
Krok Teplota [°C]  as 
1 95 5 min 
2 95 30 s 
3 55 30 s 
4 72 60 s 
5 72 10 min 
4.2.9.3 PCR pro doménu Bacteria 
Pro metodu PCR byly použity specifické primery pro doménu Bacteria. Tyto primery 
umožnily potvrzení p!ítomnosti specifické DNA ve vzorku. Použité primery a jejich sekvence 
jsou uvedeny v Tabulce 10. 
Tabulka 10: Primery specifické pro doménu Bacteria. 
Primer Sekvence primeru (5´-3´) 
Velikost PCR 
produktu 
Zdroj [37] 
F eub TCC TAC GGG AGG CAG CAG T 
R eub GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATC CTG TT 
466 bp 
Haarman a 
Knol 2006 
 
Termocykler umož$uje vlastní nastavení program". Pro doménu Bacteria byl zvolen 
program ur#ený pro tuto amplifikaci. Jeho kroky jsou popsány v Tabulce 11. Po skon#ení 
amplifikace byly vzorky naneseny na gel. 
 36 
Tabulka 11: Kroky programu pro doménu Bacteria p$i metod" PCR 
BACTERIA 
Krok Teplota [°C]  as 
1 94 5 min 
2 94 30 s 
3 56 30 s 
4 72 60 s 
5 72 10 min 
4.2.10 Agarózová gelová elektroforéza DNA 
Agarozová gelová elektroforéza je metoda pomocí které lze detegovat izolovanou DNA, 
v#etn  produkt" PCR (amplifikované fragmenty DNA – amplikony) 
Postup analýzy a postup p!ípravy gelu je popsán  níže. 
 
1) Byl p!ipraven agarózový gel. Pro detekci bakteriální DNA byl použit gel o koncentraci 
0,8 % (bylo naváženo 0,4 g agarózy do 50 ml 0,5x TBE pufru). Pro detekci produkt" 
PCR byl použit gel o koncentraci 1,5 % (bylo naváženo 0,75 g agarózy do 50 ml 0,5x 
TBE pufru). 
2) Suspenze agarózy 0,5x TBE pufru byla pe#liv  rozva!ena v mikrovlnné troub . Gel byl 
ponechán 5x p!ejít varem. Rozva!ený gel byl nalit do p!edem p!ipravené 
elektroforetické vani#ky s h!ebínkem (velikost podle množství vzork"). Po zatuhnutí 
gelu (cca 1 hodina) byl odstran n h!ebínek, tak aby nedošlo k poškození vytvo!ených 
kom"rek. 
3) Vzorky byly nanášeny spolu s nanášecím pufrem. Na parafilm bylo naneseno 15 %l 
vzorku DNA a 3 %l nanášecího pufru, nebo 25 %l vzorku DNA a 5 %l nanášecího pufru. 
Sm s byla zamíchána a nanesena do kom"rky. 
4) Jako standard u PCR produkt" byl použit žeb!í#ek 100 bp. 
5) Gel byl p!enesen do elektroforetické nádoby a zalit 0,5x TBE pufrem do výšky asi 
3 mm nad gel. Elektroforéza probíhala 2 hodiny p!i nap tí 80 V. 
6) Po ukon#ení migrace v gelu byla DNA nabarvena v ethidiumbromidové lázni 
a vizualizována na transiluminátoru v  UV sv tla o vlnové délce , = 305 nm 
7) Výsledek byl dokumentován za použití digitálního fotoaparátu 
4.2.11 Stanovení citlivosti metody PCR  
Pro zjišt ní nejmenšího množství DNA, které se amplifikuje metodou PCR za vzniku 
detegovatelného produktu PCR, bylo provedeno stanovení citlivosti. Postup byl následující: 
 
1) Kvalitní DNA ov !ená v PCR v p!edchozích experimentech byla na!ed na na 
koncentrace 10 ng/%l, 1 ng/%l, 100 pg/%l, 10 pg/%l, 1 pg/%l, 100 fg/%l, 10 fg/%l. 
2) Takto na!ed ná DNA byla použita v objemu 1 %l pro PCR se specifickými primery pro 
rod Lactobacillus (citlivost PCR pro rod Lactobacillus) a pro PCR se specifickými 
primery pro doménu Bacteria (citlivost PCR pro doménu Bacteria). 
3) Produkty PCR byly detegovány agarózovou gelovou elektroforézou. 
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5 VÝSLEDKY 
5.1 P$íprava hrubých lyzát% bun'k s a bez p%sobení RNázy A 
 Hrubé lyzáty bun k byly p!ipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.3. 
V experimentu byl sledován vliv degradace RNA v hrubém lyzátu bun k na izolaci DNA. 
P!ítomnost DNA v hrubých lyzátech bun k byla ov !ena vynesením vzork" na gel. Výsledky 
jsou uvedeny na Obrázku 11 (b h #. 1 a 2).  
 
' Na gelu jsou patrné pásy potvrzující p!ítomnost DNA v hrubých lyzátech bun k. Lze 
p!edpokládat úsp šné provedení lyze bakteriálních bun k. 
5.2 Izolace bakteriální DNA fenolovou extrakcí z r%zného množství hrubých 
lyzát% bun'k 
DNA byla izolována z hrubých lyzát" bun k s RNA degradovanou pomocí RNázy A 
(100%g/ml) a z hrubých lyzát" bez p!ídavku RNázy A. Pro izolaci byly použity hrubé lyzáty 
bun k o objemu 100 a 500 %l.  
 V experimentu byl sledován vliv degradace RNA množství izolované DNA. 
5.2.1 Izolace DNA z 500 )l hrubého lyzátu 
Pro izolaci DNA bylo použito 500 %l hrubého lyzátu bun k p!ipraveného z 1 ml bakteriální 
kultury. Izolovaná DNA byla rozpušt na v 500 %l TE pufru. Vše bylo provedeno dle návodu 
uvedeného v kapitole #. 4.2.4 V Tabulce 12 jsou uvedeny hodnoty DNA, izolované metodou 
fenolové extrakce, nam !ené pomocí NanoPhotometru a jejich vyhodnocení. Celkové 
množství DNA bylo po#ítáno podle Rovnice 1. 
Tabulka 12: Hodnoty koncentrace DNA izolované fenolovou extrakcí   
Hrubý lyzát bun'k Izolovaná DNA  Absorbance (nm) 
Objem 
kultury 
[ml] 
RNáza A 
[100)g/ml] 
Objem 
lyzátu 
k isolaci 
[)l] 
cspektr. 
[ng/)l]
TE 
pufr 
[)l] 
mcelková 
[ng] 
230 260 280 320 260 / 280 
1 + 500 53 500 2 650 0,02 0,09 0,03 - 2,59 
1 - 500 55 500 2 750 0,04 0,10 0,04 - 2,23 
 
Bylo použito 500 %l hrubého lyzátu bun k. 
+    v hrubém lyzátu bun k byla enzymaticky degradována RNA 
-     v hrubém lyzátu bun k nebyla enzymaticky degradována RNA  
 
Z 500 %l hrubého lyzátu bun k byla izolována DNA o koncentraci 53 ng/%l a 55 ng/%l. 
DNA byla rozpušt na v 500 %l TE pufru.  
 
' Není rozdíl v množství izolované DNA p!i použití hrubého lyzátu bun k s enzymaticky 
degradovanou RNA a nedegradovanou RNA. Celková hmotnost DNA byla 2 650 ng 
a 2750 ng. 
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5.2.2 Izolace DNA z 100 )l hrubého lyzátu bun'k 
Hrubé lyzáty byly p!ipraveny z 1 a  3 ml bakteriální kultury narostlé p!es noc. Pro izolaci 
bylo použito 100 %l hrubého lyzátu bun k. Izolovaná DNA byla rozpušt na v 50 %l TE pufru, 
z d"vodu lepší možnosti srovnání s izolací DNA magnetickým nosi#em. Nam !ené hodnoty 
koncentrací DNA a absorbance získané ze spektrofotometru jsou uvedeny v Tabulce 13. 
Celkové množství DNA bylo po#ítáno podle Rovnice 1. 
Tabulka 13: Hodnoty koncentrace DNA izolované fenolovou extrakcí   
Hrubý lyzát bun'k Izolovaná DNA Absorbance [nm] 
Množství 
kultury 
[ml] 
RNáza A 
[100)g/ml] 
Množství 
lyzátu 
k isolaci 
[)l] 
cspektr. 
[ng/)l]
TE 
pufr 
[)l] 
mcelková 
[ng] 
230 260 280 320 260/280
3 + 100 136 50 6 800 0,23 0,28 0,13 0,01 2,59 
3 - 100 173 50 8 650 0,58* 0,38 0,17 0,03 2,42 
1 + 100 44,5 50 2 225 0,06 0,08 0,04 0,01 2,07 
1 - 100 62 50 3 100 0,01 0,12 0,06 0,01 2,10 
 
Bylo použito 100 %l hrubého lyzátu bun k. 
+    v hrubém lyzátu bun k byla enzymaticky degradována RNA 
-    v hrubém lyzátu bun k nebyla enzymaticky degradována RNA 
* pravd podobn  zne#išt no fenolem 
 
Z hrubých lyzát" bun k (100 %l)  p!ipravených z 3 ml bakteriální kultury byla izolována 
DNA o koncentraci 136 ng/%l a 173 ng/%l. Z hrubých lyzát" bun k (100 %l) p!ipravených 
z 1 ml bakteriální kultury byla izolována DNA o koncentraci 44,5 ng/%l a 62 ng/%l.  
 
' Není výrazný rozdíl v množství izolované DNA p!i použití hrubého lyzátu bun k 
s enzymaticky degradovanou RNA a nedegradovanou RNA. Naopak záleží na množství 
bakteriální kultury použité p!i p!íprav  hrubého lyzátu bun k. 
5.3 Izolace DNA magnetickými nosi&i Fkol 135ox a FH 46ox 
DNA byla izolována z hrubých lyzát" bun k s RNA enzymaticky degradovanou pomocí 
enzymu  RNáza A (100%g/ml) a s nedegradovanou RNA. Izolace byla provedena dle návodu 
uvedeného v kapitole 4.2.6.  
5.3.1 Izolace DNA magnetickým nosi&em Fkol 135ox 
Pro izolaci bylo použito 100 %l hrubého lyzátu bun k p!ipraveného z r"zných množství 
bakteriální kultury. Izolovaná DNA byla eluována do 50 %l TE pufru. K izolaci byl použit 
magnetický nosi# Fkol 135ox. Nam !ené hodnoty koncentrací DNA a absorbance získané ze 
spektrofotometru jsou uvedeny v Tabulce 14. Celková hmotnost izolované DNA byla 
vypo#tena p!evedením koncentrace na objem TE pufru, do kterého byla DNA eluována. Vše 
bylo po#ítáno podle Rovnice 1 v kapitole 4.2.8. 
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Tabulka 14: Hodnoty absorbance DNA izolované magnetickým nosi em Fkol 135ox. 
Hrubý lyzát bun'k Izolovaná DNA Absorbance [nm] 
Nosi& 
Objem 
kultury 
[ml] 
RNáza A 
[100)g/ml] 
Objem 
lyzátu k 
izolaci 
[)l] 
cspektr. 
[ng/)l]
TE 
pufr 
[)l] 
mcelková 
[ng] 
230 260 280 320 260/280
3 + 100 34 50 1 700 0,04 0,10 0,80 0,03 1,39 
3 - 100 75,5 50 3 775 0,19 0,25 0,20 0,09 1,47 
1 + 100 10 50 500 0,01 0,06 0,05 0,02 1,33 
Fkol 
135ox 
 
1 - 100 11,5 50 575 0,02 0,06 0,04 0,02 1,77 
 
+    v hrubém lyzátu bun k byla enzymaticky degradována RNA 
-     v hrubém lyzátu bun k nebyla enzymaticky degradována RNA  
 
Byla izolována DNA z hrubých lyzát" bun k (100 %l) p!ipravených z 3 ml bakteriální 
kultury o koncentraci 34 ng/%l a 75,5 ng/%l. Byla izolované DNA z hrubých lyzát" bun k 
(100 %l) p!ipravených z 1 ml bakteriální kultury o koncentraci 10 ng/%l a 11,5 ng/%l. Pro 
názornost byly hodnoty vyneseny do Grafu 1. 
1+
1-
2+
2-
Fkol 135ox
0
10
20
30
40
50
60
70
80
Koncentrace DNA 
ng/ l
Graf 1: Grafické znázorn ní koncentrací DNA izolované pomocí magnetického nosi!e Fkol 
135ox z hrubých lyzát" bun k s degradovanou nebo nedegradovanou RNA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1,2 –  íslo izolace 
+ V hrubém lyzátu bun!k byla enzymaticky degradována RNA 
- V hrubém lyzátu bun!k nebyla enzymaticky degradována RNA 
 
" V!tší množství DNA bylo izolováno z hrubých lyzát# bez p$ídavku RNázy A, tedy bez 
degradace RNA. 
5.3.2 Izolace DNA magnetickým nosi!em FH 46ox 
Pro izolaci bylo použito 100 %l hrubého lyzátu bun!k. Izolovaná DNA byla eluována do 
50 %l TE pufru. Nam!$ené hodnoty koncentrací DNA a absorbance získané ze 
spektrofotometru jsou uvedeny v Tabulce 15. Celková hmotnost izolované DNA byla 
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vypo tena p$evedením koncentrace na objem TE pufru, do kterého byla DNA eluována. Vše 
bylo po ítáno podle Rovnice 1 v kapitole 4.2.8. 
Tabulka 15: Hodnoty absorbancí DNA izolované magnetickým nosi!em FH 46ox. 
Hrubý lyzát Izolovaná DNA Absorbance [nm] 
Nosi! 
Objem 
kultury 
[ml] 
RNýza A 
[100 g/ml] 
cspektr. 
[ng/ l]
TE 
pufr 
[ l] 
mcelková 
[ng] 
230 260 280 320 260/280 
1 + 2,5 50 125 0,01 0,01 0,01 0,01 1,00 
1 - 13,5 50 675 0,03 0,04 0,04 0,01 1,08 
1 + 3 50 150 0,03 0,01 0,01 0,01 1,20 
FH 
46ox 
 
1 - 18,3 50 915 0,16 0,10 0,05 0,02 2,28 
 
+ v hrubém lyzátu bun!k byla enzymaticky degradována RNA 
-  v hrubém lyzátu bun!k nebyla enzymaticky degradována RNA 
 
Byla izolována DNA z hrubých lyzát# bun!k (100 %l) p$ipravených z 1 ml bakteriální 
kultury o koncentraci 2,5 ng/%l a 13,5 ng/%l. Byla izolované DNA z hrubých lyzát# bun!k 
(100 %l) p$ipravených z 1 ml bakteriální kultury o koncentraci 3 ng/%l a 18,3 ng/%l. Pro 
názornost byly hodnoty vyneseny do Grafu 2. 
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Graf  2: Grafické zobrazení koncentrací DNA izolované pomocí magnetického nosi!e FH 
46ox z hrubých lyzát" bun k s degradovanou nebo nedegradovanou RNA. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1,2 –  íslo izolace 
+ V hrubém lyzátu bun!k byla enzymaticky degradována RNA 
- V hrubém lyzátu bun!k nebyla enzymaticky degradována RNA 
 
" Z grafického znázorn!ní je patrné, že koncentrace DNA p$i izolaci za použití hrubého 
lyzátu s nedegradovanou RNA, je vyšší než p$i izolaci za použití hrubého lyzátu bun!k 
s p$ídavkem RNázy A. 
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5.3.3 Grafické porovnání izolací DNA pomocí Fkol 135ox a FH 46ox  
Byly porovnávány koncentrace DNA izolované mikro ásticemi Fkol 135ox a FH 46ox 
ze 100 %l hrubých lyzát# bun!k s p$ídavkem RNázy A a bez p$ídavku RNázy A. Koncentrace 
DNA izolované pomocí obou magnetických nosi # byly vyneseny do Grafu 3. 
Graf 3: Porovnání koncentrací DNA izolované ze 100 #l hrubých lyzát" bun k  pomocí 
magnetických nosi!" FH 46ox a Fkol 135ox. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
+ V hrubém lyzátu bun!k byla enzymaticky degradována RNA 
- V hrubém lyzátu bun!k nebyla enzymaticky degradována RNA 
 
" V!tší množství DNA bylo izolováno pomocí mikro ástic Fkol 135ox než pomocí 
mikro ástic FH 46ox. Z hrubých lyzát# bun!k bez p$ídavku RNázy A bylo izolováno v!tší 
množství DNA než za použití hrubých lyzát# bun!k s p#sobením enzymu RNáza A. 
5.4 Porovnání použitých metod izolace DNA 
V Tabulce 16 jsou porovnány metody (fenolová extrakce, mikro ástice) použité p$i izolaci 
DNA ze 100 %l hrubého lyzátu bun!k. 
Tabulka 16: Porovnání metod izolací DNA 
Metoda izolace Fenolová extrakce Fkol 135ox FH 46ox 
Objem kultury [ml] 1 3 1 3 1 
RNáza A [100 g/ml] + - + - + - + - + - 
 Lyzát b. [ l] 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 
Eluce doTE pufru [ l] 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50 
Koncentrace DNA [ng/ l] 44,5 62 136 173 10 11,5 34 75,5 2,5 13,5 
Hmotnost DNA [ g] 2,225 3,100 6,800 8,650 0,500 0,575 1,700 3,775 0,125 0,675
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   + v hrubém lyzátu bun!k byla enzymaticky degradována RNA 
-  v hrubém lyzátu bun!k nebyla enzymaticky degradována RNA 
 
Množství izolované DNA u fenolové extrakce je závislé na množství použité bakteriální 
kultury pro p$ípravu hrubých lyzát# bun!k. Z hrubých lyzát# bun!k bez p$ídavku RNázy A 
bylo izolováno v!tší množství DNA. 
U metody izolace DNA za použití magnetických mikro ástic je rozdíl v množství 
izolovaném z hrubých lyzát# bun!k s nedegradovanou a degradovanou RNA. V!tší množství 
nukleových kyselin, než p$i použití hrubých lyzát# bun!k bez degradace RNA. 
 
 
1 500 bp 
1 000 bp 
 
 
 
 
PCR" 
250 bp 
5.5 Citlivost metody PCR pro rod Lactobacillus 
Citlivost metody PCR byla ov!$ena podle postupu z kapitoly 4.2.9. Citlivost byla ov!$ena 
pro primery na rod Lactobacillus. Výsledky z detekce amplikon# jsou uvedeny na Obrázku 9. 
 
Obrázek 9: Agarózová gelová elektroforéza DNA izolované z bakteriíí Lactobacillus 
(amplikon 250 bp).  
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B"h DNA [ng] Produkt PCR 
1 Standard 100 bp žeb$í ek
2 10-6 - 
3 10-5 - 
4 10-4 + 
5 10-3 ++ 
6 10-2 +++ 
7 10-1 +++ 
8 101 +++ 
9 10 +++ 
 
Amplifikováno bylo r#zné množství DNA s primery specifickými pro rod Lactobacillus. 
 
" PCR produkty byly detegovány po amplifikaci DNA metodou PCR. Nep$ítomnost 
produkt# PCR byla zaznamenána jen v p$ípad! velmi nízkých koncentrací. Ostatní pásy jsou 
jasn! viditelné. Zjišt!ná citlivost byla 10-4 ng/%l. 
1 500 bp 
1 000 bp 
 
 
 
 
 
466 bp 
&PCR 
5.6 Citlivost metody PCR pro doménu Bacteria 
Citlivost metody PCR byla ov!$ena podle postupu z kapitoly 4.2.9. Citlivost byla ov!$ena 
pro primery na doménu Bacteria. Výsledky z detekce amplikon# jsou uvedeny na Obrázku 
10. 
Obrázek 10: Agarózová gelová elektroforéza (amplkon 466 bp)  
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B"h DNA [ng] Produkt PCR 
1 10-6 + 
2 10-5 ++ 
3 10-4 ++ 
4 10-3 ++ 
5 10-2 +++ 
6 10-1 +++ 
7 101 +++ 
8 10 +++ 
9 Standard 100 bp žeb$í ek
 
Amplifikováno bylo r#zné množství DNA s primery specifickými pro doménu Bacteria 
 
" PCR produkt byl detekován na gelu po provedení amplifikace. Produkty PCR jsou jasn! 
patrné. Pro doménu Bacteria jsou produkty metody PCR siln!jší a bylo detekováno i limitní 
množství. Citlivost PCR metody pro doménu Bacteria je 10-6 ng/%l. 
5.7 Ov"#ení izolace DNA pomocí agarózové gelové elektroforézy  
Pro kontrolu kvality izolované DNA z obou metod byla využita separa ní metoda gelové 
elektroforézy. Na agarózový gel byly naneseny vzorky z hrubého lyzátu bez p$ídavku RNázy 
A, hrubého lyzátu s p$ídavkem RNázy A, pro ov!$ení úsp!šné lyze bun!k. DNA získané 
fenolovou extrakcí z obou druh# lyzát# a DNA izolovaná pomocí magnetických nosi # byla 
nanesena na gel (Obrázek 11).  
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Obrázek 11: Agarózová gelová elektroforéza DNA izolované metodou fenolové extrakce 
a magnetickým nosi!em.. 
  
 
 
&  DNA 
 
 
 
 
&  RNA 
B"h Nosi! RNáza A DNA [ng/ l] Detekce DNA 
1 Hrubý lyzát +  + 
2 Hrubý lyzát -  + 
3 Fkol 135ox + 10 + 
4 Fkol 135ox - 11,5 + 
5 FH 46ox + 11 + 
6 FH 46ox - 4,25 + 
7 Fenolová extrakce + 136 + 
8 Fenolová extrakce - 173 + 
 
Na gel byla DNA nanášena v objemu 15 %l s 3 %l nanášecího pufru. 
 
+ Detekce DNA nanesené na gel 
  
" Izolovaná DNA byla detegována. Vedle DNA byla detegována na gelu i RNA ve vzorcích 
bez p$ídavku RNázy A. V b!hu  . 1 a 2 je patrná DNA uvoln!ná po lyzi bun!k, v b!hu  . 2 je 
viditelná stopa po RNA, která nebyla enzymaticky odbourána. Potvrzuje p$ítomnost DNA 
v hrubém lyzátu bun!k. V b!hu  . 3 – 6 byla slab! detegována DNA izolovaná pomocí 
magnetického nosi e. 
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V b!hu 7 a 8 je viditelná DNA izolovaná metodou fenolové extrakce. V b!hu  . 8 je op!t 
vizualizována stopa po RNA, která na rozdíl od b!hu  . 7 nebyla enzymaticky odbouraná.  
5.8 Ov"#ení kvality izolované DNA metodou PCR pro rod Lactobacillus 
Množství DNA izolované pomocí magnetických  ástic je velmi malé, proto je pot$eba 
k potvrzení její p$ítomnosti využít metodu PCR. Po amplifikaci fragment# DNA je možná 
jejich detekce na gelu. 
P$i provedení analýzy bylo postupováno podle návodu v kapitole 4.2.9 v  ásti metody. Byly 
použity primery pro rod Lactobacillus.  Agarózová gelová elektroforéza produkt# PCR  je 
uvedena na Obrázku  12. 
Obrázek 12: Agarózová gelová elektroforéza amplikon.  
1 500 bp 
 
1 000 bp 
 
 
 
 
 
 
 
 
    PCR " 
250 bp 
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B"h  Nosi! RNáza A 
DNA ve sm"si pro 
PCR  [ng] 
Produkt PCR  
1 Standard  - 100 bp žeb$í ek 
2 FH 46ox - 67,5 + 
3 FH 46ox + 12,5 + 
4 Fkol 135ox - 377,5 + 
5 Fkol 135ox + 170 + 
6 FH 46ox - 21,25 + 
7 FH 46ox + 55 + 
8 Fkol 135ox - 57,5 + 
9 Fkol 135ox + 50 + 
10 FH 46ox - 91,5 + 
11 FH 46ox + 15 + 
12 Fkol 135ox - 16,25 + 
13 Fkol 135ox + 30 + 
14 NK - - 
15 PK 50 + 
 
Byla amplifikována DNA izolovaná magnetickými nosi i pomocí primer# pro rod 
Lactobacillus. Bylo amplifikováno  5 %l DNA. Na gel bylo naneseno 25 %l produktu PCR. 
 
NK – negativní kontrola, místo matrice byl p$idán 5 %l vody pro PCR. 
PK – pozitivní kontrola, jako matrice byla použita DNA izolovaná metodou fenolové 
extrakce z$ed!ná na 10 ng/%l 
 
" DNA izolovaná pomocí magnetického nosi e byla použita pro metodu PCR. Na gelu je 
viditelný PCR produkt, který má velikost specifickou pro rod Lactobacillus a to 250 bp. 
N!které bendy se projevily na gelu slab!ji než jiné. Na gel bylo naneseno 25 %l vzorku. Podle 
standardního žeb$í ku byla potvrzena velikost amplikon# a tedy potvrzena p$ítomnost DNA 
rodu Lactobacillus. K amplifikaci DNA došlo u všech vzork#. 
5.9 Ov"#ení kvality izolované DNA metodou PCR pro doménu Bacteria 
Množství DNA izolované pomocí magnetických  ástic je velmi malé, proto je pot$eba 
k potvrzení její p$ítomnosti využít metodu PCR. Po amplifikaci fragment# DNA je možná 
jejich detekce na gelu. 
P$i provedení analýzy bylo postupováno podle návodu v kapitole 4.2.9 v  ásti metody. Byly 
použity primery pro doménu Bacteria a matrice DNA byla p$idána v objemu 1 %l.  Výsledky 
a zobrazení gelu jsou uvedeny níže na Obrázku 13. 
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Obrázek 13: Agarózová gelová elektroforéza (amplikon 466 bp),  
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B"h  Nosi! RNáza A 
 DNA ve sm"si pro 
PCR  [ng] 
Produkt PCR  
1 Standard  - 100bp žeb$í ek 
2 FH 46ox - 13,5 + 
3 FH 46ox + 2,5 + 
4 Fkol 135ox - 75,5 + 
5 Fkol 135ox + 34,0 + 
6 FH 46ox - 4,3 + 
7 FH 46ox + 11,0 + 
8 Fkol 135ox - 11,5 + 
9 Fkol 135ox + 10,0 + 
10 FH 46ox - 18,3 + 
11 FH 46ox + 3,0 + 
12 Fkol 135ox - 3,3 + 
13 Fkol 135ox + 6,0 + 
14 PK 10,0 + 
15 NK - - 
 
Byla amplifikována DNA izolovaná pomocí magnetického nosi e pomocí primer# pro 
doménu Bacteria. Amplifikován byl 1 %l DNA.  Na gel bylo naneseno 25 %l produktu PCR.
  
NK – negativní kontrola, místo matrice byl p$idán 1 %l PCR vody 
PK – pozitivní kontrola, jako matrice byla použita DNA izolovaná metodou fenolové 
extrakce z$ed!ná na 10 ng/%l 
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" DNA izolovaná pomocí magnetického nosi e byla použita pro metodu PCR. Na gelu je 
viditelný PCR produkt, který má velikost specifickou pro doménu Bacteria a to 466 bp. 
N!které produkty se projevily na gelu slab!ji než jiné, ovšem všechny jsou na gelu siln! 
viditelné. Na gel bylo naneseno 25 %l vzorku. Podle standardního žeb$í ku byla potvrzena 
velikost amplikon# a tedy potvrzena p$ítomnost DNA domény Bacteria. K amplifikaci DNA 
došlo u všech vzork# 
5.10 Testování izolace DNA pomocí elektrostatických sil 
Bylo testováno nejvhodn!jší pH pufru pro izolaci DNA pomocí mikro ástic s –NH2  
funk ními skupinami za využití elektrostatických sil. Pro adsorpci DNA byl testován pufr 
10mM Tris – HCl o pH 7,0; 7,6; 8,0; 8,5. Použitá koncentrace magnetického nosi e byla 10 
mg/ml. Sm!s DNA a nosi e byla p$ipravena dle 4.2.7. Výchozí koncentrace DNA 
a koncentrace supernatant# po p$edpokládané vazb! DNA na mikro ástice jsou uvedeny 
v Tabulkách 17 až 19. 
Tabulka 17 : Koncentrace DNA ku$ecích erytrocyt"  
 Absorbance [nm] pH pufru 
(10 mM 
Tris) 
Koncentrace 
DNA 
[ng/ l] 
Pr$m"r 
koncentrací 
DNA [ng/ l] 230 260 280 320 260/280 
7,0 258 259 260 259 0,23 0,52 0,29 0,01 1,84 
7,6 317 308 310 312 0,27 0,62 0,34 0,01 1,83 
8,0 363 362 360 362 0,33 0,74 0,41 0,01 1,81 
8,5 451 456 457 455 0,42 0,92 0,52 0,01 1,78 
 
" Výchozí koncentrace DNA, která byla použita pro vazbu na nosi  pomocí 
elektrostatických sil, byla 259 až 455 ng/%l. 
Tabulka 18 : Koncentrace DNA v supernatantu po  adsorpci i DNA na nosi! (první 
experiment) 
Absorbance [nm] pH 
pufru 
Koncentrace DNA 
v supernatantu 
[ng/ l] 
Pr$m"r 
koncentrací 
[ng/ l] 230 260 280 320 260/280 
7,0 236 238 235 236 0,22 0,48 0,26 0,01 1,84 
7,6 293 293 291 292 0,26 0,59 0,32 0,01 1,84 
8,0 349 351 350 350 0,31 0,70 0,39 0,01 1,84 
8,5 456 454 453 454 0,41 0,91 0,50 0,01 1,85 
 
" Koncentrace DNA, která byla nam!$ena v supernatantu po p$edpokládané vazb!  ásti 
nukleových kyselin na mikro ástice p$i prvním provedení pokusu.  
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Tabulka 19 : Koncentrace DNA v supernatantu po p$edpokládané sorpci !ásti DNA na 
nosi! (druhý experiment) 
Absorbance [nm] pH 
pufru 
Koncentrace DNA 
v supernatantu 
[ng/ l] 
Pr$m"r 
koncentrací 
[ng/ l] 230 260 280 320 260/280 
7,0 248 243 245 245 0,24 0,52 0,29 0,01 1,84 
7,6 308 306 307 307 0,33 0,62 0,34 0,01 1,86 
8,0 361 360 360 360 0,36 0,77 0,42 0,01 1,85 
8,5 450 450 450 450 0,41 0,92 0,50 0,01 1,85 
 
" Koncentrace DNA, která byla nam!$ena v supernatantu po p$edpokládané vazb!  ásti 
nukleových kyselin na mikro ástice p$i druhém provedení pokusu. 
5.10.1 Množství DNA navázané pomocí elektrostatických sil 
Pro zjišt!ní množství navázaných nukleových kyselin na nosi , byly výchozí koncentrace 
DNA a koncentrace DNA v supernatantu od sebe ode teny. Výsledné hodnoty z prvního 
experimentu jsou uvedeny v Tabulce 20 a výsledné hodnoty z druhého experimentu jsou 
uvedeny v Tabulce 21. Rozdíly byly vyneseny do Grafu 4. 
Tabulka 20: Množství DNA adsorbované na nosi! (první experiment) 
pH 
pufru 
Výchozí 
koncentrace DNA 
[ng/ l] 
Koncentrace DNA v 
supernatantu 
[ng/ l] 
Rozdíl 
koncentrací 
[ng/ l] 
Rozdíl 
koncentrací 
[%] 
7,0 259 236 23 8,9 
7,6 312 292 20 6,4 
8,0 362 350 12 3,3 
8,5 455 454 1 0,2 
 
" 'ást nukleových kyselin byla navázána pomocí elektrostatických sil na mikro ástice 
v prost$edí 10 mM Tris – HCl o pH 7,0 a 7,6. 
Tabulka 21: Množství DNA adsorbované na nosi! (2. experiment) 
pH 
pufru 
Výchozí 
koncentrace DNA 
[ng/ l] 
Koncentrace DNA v 
supernatantu 
[ng/ l] 
Rozdíl 
koncentrací 
[ng/ l] 
Rozdíl 
koncentrací 
[%] 
7,0 259 245 14 5,4 
7,6 312 307 5 1,6 
8,0 362 360 2 0,6 
8,5 455 450 5 1,1 
 
" 'ást nukleových kyselin byla navázána pomocí elektrostatických sil na mikro ástice 
v prost$edí 10 mM Tris – HCl o pH 7,0. 
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5.10.1.1 Grafické porovnání množství navázané DNA na nosi  
Množství DNA navázané na nosi e s funk ní skupinou –NH2 v prost$edí 10 mM Tris – HCl 
o r#zném pH. 
Graf 4 : Porovnání rozdíl" koncentrací pro r"zné hodnoty pH 10mM Tris – HCl pro izolaci 
DNA pomocí magnetických mikro!ástic s –NH2 skupinou 
7,0
7,6
8,0
8,5
2. opakování
1. opakování0
5
10
15
20
25
Rozdíl koncentrací 
[ng/ l]
pH 10mM Tris
 
Byly srovnány výsledné rozdíly koncentrací pufru, využívaného jako prost$edí pro izolaci 
DNA za pomoci elektrostatických sil.  
 
" Pufr (10 mM Tris – HCl) o nejnižším pH je nejvýhodn!jší pro izolaci nukleových 
kyselin ze vzorku. 
5.10.2 Eluce DNA izolované pomocí elektrostatických sil 
Eluce z nosi e s funk ní skupinou –NH2 probíhala v prost$edí TE pufru o pH 9,0. 
Koncentrace eluované DNA nebyla spektrofotometricky m!$itelná. Pravd!podobn! 
nedocházelo k dostate nému uvoln!ní vazby DNA na nosi .  
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6 DISKUSE 
6.1 Izolace DNA metodou fenolové extrakce 
Jako kontrola pro izolaci bakteriální DNA magnetickým nosi em byla zvolena klasická 
metoda izolace fenolovou extrakcí. DNA izolovaná metodou fenolové extrakce vykazovala 
u n!kterých vzork# po spektrometrickém m!$ení  istoty indikaci zne išt!ní fenolem. Na tuto 
skute nost ukazují hodnoty absorbance hlavn! u vzorku  . 2 p$i druhé izolaci. Absorbance p$i 
vlnové délce 230 nm je zvýšená.  
'istota DNA prezentovaná hodnotou A260nm/A280nm ukazuje zne išt!ní RNA. Tento jev lze 
vysv!tlit tím, že RNA, i když je degradovaná, absorbuje sv!tlo stejné vlnové délky jako DNA. 
Není zásadní rozdíl v množství izolované DNA p$i použití hrubých lyzát# bun!k 
s enzymaticky degradovanou RNA a hrubých lyzát# bun!k bez degradace RNA enzymem 
RNáza A. Vliv na množství izolované DNA metodou fenolové extrakce má množství 
bakteriální kultury použité pro p$íprav! hrubých lyzát# bun!k. M#žeme p$edpokládat, že 
pokud dojde k lyzi více bakteriálních bun!k, dojde také k uvoln!ní v!tšího množství DNA 
a tedy lze izolovat DNA ve vyšší koncentraci. 
6.2 Izolaci DNA magnetickým nosi!em 
Množství DNA izolované pomocí magnetických nosi #, bylo podstatn! nižší, než p$i 
izolaci fenolovou extrakcí. Z použitých dvou druh# nosi #, vychází pro izolaci výhodn!ji 
nosi  s ozna ením Fkol 135ox. Má  na své povrchu více funk ních skupin, takže p$edpoklad 
odpovídá výsledku. 
Celková DNA byla izolována v relativn! menším množství, ale v kvalit! vhodné pro PCR. 
Kontaminace proteiny mohla být zp#sobena ulp!ním  ástí bun!k na nosi ích nebo na st!nách 
zkumavky. Z d#vod# nízkých hodnot absorbance jsou výsledné pom!ry nep$esné. Nemusí 
zde být indikované zne išt!ní. P$i experimentu byly použity stejné lyzáty bun!k jako pro 
fenolovou extrakci. 
6.2.1 Izolace DNA magnetickým nosi!em Fkol 135ox 
Z grafického znázorn!ní je patrná vysoká koncentrace DNA u první izolace za použití 
hrubého lyzátu bun!k bez p$ídavku RNázy A. Celkov! bylo izolováno více DNA z hrubých 
lyzát# bun!k z enzymaticky nedegradovanou RNA. 
6.2.2 Izolace DNA magnetickým nosi!em FH 46ox 
Rozdíly mezi koncentracemi nejsou velké. Koncentrace nep$esahuje 20 ng/%l. Rozdíly 
v izolovaném množství mohly být zp#sobeny experimentálním uspo$ádáním. Nižší 
koncentrace jsou dány menším množstvím funk ních karboxylových skupin ( -COOH) na 
povrchu nosi e, oproti nosi i s ozna ením Fkol 135ox. 
6.2.3 Grafické srovnání izolací magnetickými nosi!i 
Pro názornost byly data z první izolace slou ena do jednoho grafu. Z celkového 
izolovaného množství DNA lze usuzovat, že pomocí magnetického nosi e Fkol 135ox bylo 
izolováno v!tší množství DNA. Množství použitého nosi e bylo u obou druh# stejné 
(c = 2 mg/ml). Vyšší množství izolované DNA lze zd#vodnit p$ítomností více funk ních 
karboxylových (-COOH) skupin na modifikovaném povrchu nosi e Fkol 135ox. Tím byl na 
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nosi  navázán vyšší po et molekul DNA. Izolováno bylo více DNA p$i použití hrubých lyzátu 
bun!k bez p$ídavku enzymu RNáza A. 
6.2.4 Vliv degradace RNA 
U fenolové extrakce bylo z hrubých lyzát# bun!k s enzymaticky degradovanou RNA 
izolováno p$ibližn! stejné množství DNA jako z hrubých lyzát# bez degradace RNA 
enzymem RNáza A. Tato metoda nebyla ovlivn!na degradací RNA. 
U metody využívající pro izolaci DNA magnetické mikro ástice byl prokázán vliv 
degradace RNA na množství izolované DNA. Z experimentáln! zjišt!ných dat lze vyvodit, že 
nedegradovaná RNA p$ítomná v hrubých lyzátech bun!k m!la pozitivní vliv na množství 
izolované DNA  pomocí magnetických mikro ástic. Z hrubých lyzát# bun!k bez p$ídavku 
RNázy A bylo izolováno v!tší množství DNA než za použití hrubých lyzát# bun!k ošet$ených 
RNázou A.  
Lze vyslovit následující hypotézu: nedegradovaná RNA a DNA se adsorbují na povrch 
nosi e, p$i emž  ást nukleových kyselin se váže reversibiln! a  ást irreversibiln!. P$i vyšší 
afinit! RNA k aktivním míst#m (nepokryté oxidy železa magnetického jádra), na kterých 
dochází k irreversibilní adsorpci, se v!tší podíl DNA pravd!podobn! adsorbuje reversibiln!. 
Na základ! výše uvedené hypotézy lze p$edpokládat, že tato skute nost umož(uje eluci 
v!tšího množství DNA. 
6.3 Porovnání metod izolace DNA 
Metoda izolace pomocí magnetického nosi e je mén! invazivní než metoda fenolové 
extrakce. DNA izolovaná tímto zp#sobem je vhodná pro analýzu metodou PCR. Amplifikace 
probíhá v!tšinou bez problém#. Inhibici, p$i provedení metody PCR s takto izolovanou DNA, 
mohou zp#sobit samotné magnetické  ástice, které v n!kterých p$ípadech interferují 
a výsledky tak mohou být falešn! negativní. Další nevýhodou je relativn! nízká koncentrace 
DNA získaná tímto typem izolace vzhledem k vysoké citlivosti PCR to není na závadu. 
6.4 Citlivost metody PCR 
P$i testování citlivosti metody PCR bylo zjišt!no, že metoda je citliv!jší pro doménu 
Bacteria. Na gelu je ! vid!t, že minimálního detegovatelné množství DNA ve vzorku bylo 
1 fg/%l. Kdežto citlivost pro rod Lactobacillus byla 100 fg/%l p$i vysoké kvalit! DNA bylo 
detegovatelné množství i 10 fg/%l. 
6.5 Agarózová gelové elektroforéza DNA 
Výsledky ze všech t$í opakování byly stejné, proto je zde uveden jen jeden p$íklad detekce 
DNA na gelu. Z gelu je  patrné, že došlo k lyzi bun!k a uvoln!ní DNA, která mohla být 
použita k izolaci (Obrázek 11). U b!hu 7 a 8 je dob$e rozeznatelná DNA izolovaná metodou 
fenolové extrakce. Izolovaná DNA je intaktní a tedy vhodná pro PCR. Dále je dob$e 
pozorovatelný rozdíl p$i detekci DNA a RNA. V b!hu 8 je viditelná p$ítomnost RNA na gelu, 
na rozdíl od b!hu 7. Množství DNA izolované pomocí magnetického nosi e je tak malé, takže 
ho nelze detegovat na gelu. Kvalita izolované DNA byla ov!$ena u PCR - vzhledem k vysoké 
citlivosti PCR byla DNA detegována. 
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6.6 Agarózová gelová elektroforéza produkt$ PCR 
Pro ov!$ení  p$ítomnosti specifické DNA byla použita metoda PCR. Pro amplifikaci byly 
použity specifické primery pro rod Lactobacillus (Obrázek 12) a pro doménu Bacteria 
(Obrázek 13). 
Pro doménu Bacteria byla PCR metoda citliv!jší, proto jsou na gelu produkty PCR 
z$eteln!jší a siln!jší.. Pro rod Lactobacillus metoda není tak citlivá, proto bylo množství DNA 
pro amplifikaci navýšeno (5%l). P$ítomnost specifické DNA byla potvrzena ve všech 
vzorcích, proto lze konstatovat, že DNA byla izolována p$i použití obou magnetických nosi # 
v kvalit! vhodné pro PCR. 
Na gelu jsou jasn! viditelné PCR produkty, které mají specifickou délku pro rod 
Lactobacillus 250 bp a pro doménu Bacteria  466 bp.  
Vyhodnocením gelu byla potvrzena p$ítomnost DNA rodu Lactobacillus. 
6.7 Izolace DNA pomocí elektrostatických sil 
Z prvních experimentálních dat lze usuzovat, že pro vazbu DNA na magnetickou 
mikro ástici s povrchem pokrytým –NH2 skupinami, je vhodn!jší nižší pH reak ního pufru. 
Nejvíce DNA se vázalo p$i použití pufru o pH 7,0. K vazb! DNA na nosi   u dalších 
testovaných pufr# s vyšším pH docházelo v menším množství. To je v souladu 
s p$edpokladem, že p$i nižším pH –NH2 skupiny, jimiž je nosi  funkcionalizován, protonací 
vytvá$ejí kladný náboj, který je nezbytný pro reakci se záporn! nabitou DNA [33]. 
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7 ZÁV%R 
V práci byl zjiš)ován rozsah použití dvou magnetických mikro ástic (Fkol 135ox  a FH 
46ox) funkcializovaných karboxylovými skupinami (-COOH) pro izolaci bakteriální DNA. 
Bylo zjišt!no, že oba nosi e jsou vhodné pro izolaci bakteriální DNA z hrubých lyzát# bun!k. 
Nosi em s ozna ením Fkol 135ox bylo izolováno v!tší množství DNA. DNA izolovaná 
magnetickými mikro ásticemi byla vhodná pro metodu PCR. 
Sledován byl vliv degradace RNA, v hrubém lyzátu bun!k za pomocí enzymu RNázy A, na 
množství izolované DNA. Bylo zjišt!no, že RNA má vliv na vazbu DNA na nosi . Za použití 
hrubých lyzát# bun!k bez p$ídavku enzymu RNáza A bylo izolováno v!tší množství 
nukleových kyselin, než za použití hrubých lyzát# bun!k s enzymaticky degradovanou RNA. 
Dále byl zkoumán proces adsorpce nukleových kyselin na magnetické mikro ástice 
funkcializované amino skupinou (-NH2) p$i r#zném pH vazebného pufru. Bylo zjišt!no, že 
pro izolaci DNA pomocí elektrostatických sil je výhodn!jší použití pufr s nižším pH. 
Práce byla prezentována na dvou konferencích. P$ísp!vky jsou uvedeny v sekci p$ílohy. 
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9 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOL& 
  
BMK 
PCR   
RNA  
DNA  
dNTP  
EDMA  
EDTA  
GMA  
HEMA  
PEG   
CCM  
SDS             
A              
T              
G              
C              
RT-PCR  
TBE 
CIZ 
P(HEMA-co-EDMA) 
P(HEMA-co-GMA) 
Tm  
PDI  
TE 
NK 
PK 
bakterie mlé ného kvašení 
polymerázová $et!zová reakce 
ribonukleová kyselina 
deoxyribonukleová kyselina 
2´-deoxyribonukleotid-5´-trifosfát  
ethylendimethakryát  
ethylendiamintetraoctová kyselina 
glycidylmethakrylát 
hydroxyethylmethakrylát 
poly(ethylenglykol) 
 eská sbírka mikroorganism# z angl. Czech Collection of Microorganisms 
dodecylsulfát sodný 
adenin 
thymin 
guanin 
cytosin 
reverzn! transkrip ní polymerázová $et!zová reakce 
Tris-borát-EDTA 
chloroform-isoamylalkohol 
poly(hydroxyethylmethykrylát-co-ethylendimethakrylát) 
poly(hydroxyethylmethykrylát-co-glycidylmethakrylát) 
teplota tání (melt temperature) 
index polydispersity 
Tris-EDTA 
negativní kontrola 
pozitivní kontrola 
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VYUŽITÍ MAGNETICKÝCH MIKROÁSTIC PI IZOLACI BAKTERIÁLNÍ DNA 
Hrudíková, R.1, Španová, A1, Rittich, B.1
1VUT Brno, Fakulta chemická, Purkyova 118, 612 00 Brno, R, email: xchrudikova@fch.vutbr.cz  
  
Molekulárn diagnostické metody jsou používány ke kontrole zdravotní a hygienické 
nezávadnosti potravin. K izolaci DNA ve vhodné kvalit se používá fenolová extrakce ve 
které se používají toxické látky fenol a chloroform. Trendem posledních let se stal výzkum 
nových alternativních metod izolace DNA bez použití uvedených látek. Jednou z takových 
metod je izolace DNA s použitím magnetických nosi. Metoda umožuje izolovat DNA 
v kvalit vhodné pro molekulární diagnostiku z komplexních vzork potravin. 
Cílem této práce bylo testování vhodnosti použití dvou typ magnetických nosi pro 
izolaci bakteriální DNA. Dále byl sledován vliv degradace RNA enzymem RNasou A na 
množství izolované DNA. Byly použity magnetické hydrofilní nosie na bázi HEMA: Fkol 
135ox a FH 46ox (Makromolekulární ústav AV R, Praha). Tyto nosie jsou na povrchu 
pokryté rzným množstvím karboxylových skupin (-COOH). Izolace byla provedena 
z hrubých lyzát bunk pipravených z isté kultury Lactobacillus paracassei RL-10, 
v prostedí 5M NaCl a 40% PEG 6000. Za uvedených podmínek dochází ke kondenzaci DNA 
a její adsorpci na povrch nosie (Rittich a kol., 2009). V ásti hrubých lyzát byla RNA 
enzymaticky degradována RNasou A (100 g/ml). Kvalita izolované DNA byla ovena 
pomocí PCR s primery LbLMA 1-rev; R16-1 (Dubernet a kol., 2002), specifickými pro rod 
Lactobacillus. Amplifikoval se produkt o velikosti 250 bp.  
    Z experimentáln zjištných dat mžeme vyvodit následující závry. RNA nemá vliv na 
množství DNA izolované pomocí magnetického nosie. Koncentrace izolované DNA byly 
stejné a nebyly zaznamenány rozdíly pi použití hrubého lyzátu s degradovanou RNA 
a nedegradovanou RNA. Množství izolované DNA naopak záleželo na použitých 
mikroásticích. Vtší množství DNA bylo izolováno pomocí ástic s vtším obsahem -COOH 
skupin. 
    
Klíová slova: izolace bakteriální DNA, magnetické mikroástice, polymerázová etzová reakce 
Dubernet S, Desmasures N, Guéguen M.: FEMS Microbiol. Lett.. 214, pp. 271-275 (2002) 
Rittich B., Španová A., Šálek P., Nmcová P., Trachtová Š., Horák D.: J. Magn. Magn. Mat. 
321, pp. 1667-1670 (2009). 
 VYUŽITÍ MAGNETICKÝCH MIKROÁSTIC PI 
IZOLACI BAKTERIÁLNÍ DNA 
Hrudíková, R., Španová, A, Rittich, B.
VUT Brno, Fakulta chemická, Purkyova 118, 612 00 Brno, R, email: 
xchrudikova@fch.vutbr.cz 
Abstrakt: 
Trendem posledních let se stal výzkum nových alternativních metod izolace DNA. Jednou z takových metod je 
izolace DNA s použitím magnetických nosi. Metoda umožuje izolovat DNA v kvalit vhodné pro DNA 
diagnostiku z komplexních vzork potravin. V práci byly testovány dva typy magnetických hydrofilních nosi
na bázi HEMA: Fkol 135ox a FH 46ox (Ústav makromolekulární chemie AV R, Praha) pro izolaci bakteriální 
DNA z hrubých lyzát bunk. Dále byl sledován vliv degradace RNA enzymem RNasou A na množství 
izolované DNA. Kvalita izolované DNA byla ovena pomocí polymerázová etzová reakce (PCR) s primery 
specifickými pro rod Lactobacillus.   
Z experimentáln zjištných dat lze vyvodit, že nedegradovaná RNA mla vliv na množství DNA izolované 
pomocí magnetických nosi. Množství izolované DNA záleželo také na použitých mikroásticích. Vtší 
množství DNA bylo izolováno pomocí ástic s vtším obsahem -COOH skupin na povrchu.  
Klíová slova: 
izolace bakteriální DNA, degradace RNA, magnetické mikroástice,  PCR 
1. Úvod 
Výživa je jedním z hlavních faktor pro udržení dostatené populace stevních 
mikroorganism [1]. S rstem používání probiotických kultur v potravináském 
a farmaceutickém prmyslu se zvyšuje význam jejich kontroly. K ovování pítomnosti 
a množství cílových probiotických bakteriálních bunk ve výrobcích i farmaceutických 
preparátech se využívají metody analýzy DNA.  
Cílem práce bylo ovení vhodnosti použití dvou typ magnetických nosi, 
funkcionalizovaných –COOH skupinami, pro izolaci bakteriální DNA z hrubých lyzát bunk 
probiotické kutury. V hrubém lyzátu bunk byl sledován vliv degradace RNA enzymem 
RNasou A. 
2. Materiál a metody 
Pro izolaci byly použity mikroástice Fkol 135ox a FH 46ox,  pokryté  na povrcu rzným 
množstvím karboxylových skupin (-COOH)  (2,61 mM/g resp. 0,85 mM/g) [2]. Izolace byla 
provedena z hrubých lyzát bunk pipravených z isté kultury Lactobacillus paracassei RL-
10. DNA byla izolována pomocí magnetických mikroástic v prostedí 2 M NaCl a 16 % PEG 
6000 [3].  Složení separaní smsi je uvedeno v  Tabulce 1 [3]. Pro ovení pítomnosti 
a kvality izolované bakteriální DNA byla použita metoda polymerázové etzové reakce 
(PCR). DNA byla amplifikována v PCR s primery LbLMA 1-rev a R16-1 specifickými pro 
rod Lactobacillus [4]. Sms pro PCR byla pipravena z komponent, které jsou uvedeny v 
Tabulce  2. Detekce produkt PCR byla provedena pomocí agarosové gelové elektroforézy po 
nabarvení ethidium bromidem. Vizualizace byla provedena na transiluminátoru v UV svtle 
o vlnové délce  = 305 nm. 
Tabulka 1: Komponenty separaní smsi pro izolaci DNA magnetickým nosiem. 
Krok Komponenta Objem [l]
1 Voda 0 
2 NaCl (5 M) 400 
3 Hrubý lyzát bunk 100 
4 PEG 6000 (40%) 400 
5 Magnetický nosi (2 mg/ml) 100 
Celkem 1000 
Tabulka  2: Komponenty pro pípravu PCR smsi. 
Komponenty Objem [l]
Voda pro PCR 19,0 
Reakní pufr kompletní (10x koncentrovaný) 2,5 
Sms dNTP (10mM) 0,5 
Primer 1 (10 pmol/l) 0,5 
Primer 2 (10 pmol/l) 0,5 
Taq DNA-polymerasa (1U/l) 1,0 
Matrice DNA (10 ng/l) 1,0 
Celkem 25,0 
3. Výsledky a diskuse 
3.1 Izolace DNA pomocí magnetického nosie Fkol 135ox: 
Pro izolaci DNA bylo použito 100 l hrubého lyzátu bunk pipraveného z rzných množství 
bakteriální kultury (3 ml a 1 ml). Byl sledován vliv degradace RNA na množství izolované 
DNA. Namené hodnoty koncentrací DNA jsou uvedeny v Tabulce  3 a  na Obr. 1. 
Tabulka 3: Hodnoty absorbancí DNA izolované magnetickým nosiem Fkol 135ox. 
Hrubý lyzát bunk Izolovaná DNA 
Nosi Objem 
kultury 
[ml] 
RNasa A
[0,1 g] 
 Lyzát 
bunk 
[l] 
c 
[ng/l]
TE 
pufr 
[l] 
DNAcelková 
[ng] 
3 + 100 34,0 50 1 700 
3 - 100 75,5 50 3 775 
1 + 100 10,0 50 500 
Fkol 
135ox
1 - 100 11,5 50 575 
+ degradovaná RNA 
- nedegradovaná RNA 
1+
1-
2+
2-
Fkol 135ox
0
10
20
30
40
50
60
70
80
Koncentrace DNA 
ng/l
Obr. 1:  Vliv degradace RNA RNasou A na koncentraci DNA izolované pomocí 
magnetického nosie Fkol 135ox.  
      
1 – hrubý lyzát bunk pipravený ze 3 ml bakteriální kultury 
2 – hrubý lyzát bunk pipravený z 1 ml bakteriální kultury 
+ degradovaná RNA 
- nedegradovaná RNA 
K izolaci DNA bylo použito 100 l hrubého lyzátu bunk 
 Vyšší koncentrace DNA byla izolována z hrubých lyzát bunk pipravených z vtšího 
množství bakteriální kultury a z hrubých lyzát bunk bez pídavku RNásy A.  
3.2 Izolace DNA pomocí magnetického nosie FH 46ox: 
Pro izolaci bylo použito 100 l hrubého lyzátu bunk. Byl sledován vliv degradace RNA na 
množství izolované DNA. Namené hodnoty koncentrací DNA jsou uvedeny v tabulce . 4 
a v grafické podob v grafu . 2. 
Tabulka 4: Hodnoty absorbancí DNA izolované magnetickým nosiem FH 46ox. 
Hrubý lyzát Izolovaná DNA 
Nosi Objem 
kultury 
[ml] 
RNása A
[0,1 g] 
 Lyzát 
bunk 
[l] 
c 
[ng/l]
TE 
pufr 
[l] 
DNAelková 
[ng] 
1 + 100 2,5 50 125 
1 - 100 13,5 50 675 
1 + 100 3 50 150 
FH 
46ox
1 - 100 18,3 50 915 
+ degradovaná RNA 
- nedegradovaná RNA 
 +
 -
 +
 -
FH 46ox
0
2
4
6
8
10
12
14
16
18
20
Koncentrace DNA 
ng/l
 +
 -
FH 46ox
Fkol 135ox
0
10
20
30
40
50
60
70
80
Koncentrace DNA 
ng/l
Obr. 2: Vliv degradace RNA RNasou A na koncentraci DNA izolované pomocí magnetického 
nosie FH 46ox.  
+ degradovaná RNA 
 - nedegradovaná RNA 
 K izolaci DNA bylo použito 100 l hrubého lyzátu bunk 
 Vyšší koncentrace DNA byly izolovány z hrubých lyzát bunk bez pídavku RnásyA.  
3.3 Porovnání izolace DNA pomocí magnetických nosi Fkol 135ox a FH 46ox: 
Byly porovnány koncentrace DNA izolované testovanými nosii ze 100 l hrubých lyzát
bunk s pídavkem RNasy A a bez pídavku RNasy A. Výsledky jsou uvedeny na Obr. 3. 
Obr. 3: Porovnání koncentrací DNA izolovaných pomocí magnetických nosi FH 46ox 
a Fkol 135ox. 
    + degradovaná RNA 
- nedegradovaná RNA 
1 500 bp
1 000 bp
  
 500 bp 
Produkt 
PCR	
(250 bp)
3.4 Ovení kvality DNA metodou PCR pro rod Lactobacillus: 
Pro PCR byly použity primery specifické pro rod Lactobacillus a 5ul DNA [5].  Agarosová 
gelová elektroforéza produkt PCR je uvedena na Obr. 4. 
Obr. 4: Agarosová gelová elektroforéza produkt PCR specifických pro rod Lactobacillus
(250 bp). 
Bh Nosi RNasa A PCR produkt 
1 Standard  100bp žebíek 
2 FH 46ox - + 
3 FH 46ox + + 
4 Fkol 135ox - + 
5 Fkol 135ox + + 
6 FH 46ox - + 
7 FH 46ox + + 
8 Fkol 135ox - + 
9 Fkol 135ox + + 
10 FH 46ox - + 
11 FH 46ox + + 
12 Fkol 135ox - + 
13 Fkol 135ox + + 
14 NK - 
15 PK + 
NK – negativní kontrola, místo matrice bylo pidáno 5 l vody pro PCR 
PK – pozitivní kontrola, jako matrice byla použita DNA (Lactobacillus acidophilus) izolovaná 
metodou fenolové extrakce (10 ng/l) 
Amplifikována byla DNA (5 l) izolována magnetickými nosii. Na gel bylo naneseno 25 l 
produktu PCR 
 K amplifikaci a detekci specifických PCR produkt došlo u všech vzork analyzované 
DNA. Velikost amplikon byla 250 bp.  
4. Diskuse 
Vtší množství DNA bylo izolováno pomocí mikroástic Fkol 135ox (s vyšší koncentrací 
karboxylových skupin), než pomocí mikroástic FH 46ox. Z experimentáln zjištných dat lze 
vyvodit, že nedegradovaná RNA pítomná v hrubých lyzátech bunk mla pozitivní vliv na 
množství izolované DNA  pomocí magnetických mikroástic. Z hrubých lyzát bunk bez 
pídavku RNasy A bylo izolováno vtší množství DNA než za použití hrubých lyzát bunk 
ošetených RNasou A. Nedegradovaná RNA a DNA  se adsorbují na povrch nosie, piemž 
ást nukleových kyselin se váže reversibiln a ást irreversibiln. Pi vyšší afinit RNA k  
aktivním místm (nepokryté oxidy železa magnetického jádra), na kterých dochází k 
irreversibilní adsorpci, se vtší podíl DNA pravdpodobn adsorbuje reversibiln. Na základ
výše uvedené hypotézy lze pedpokládat, že tato skutenost umožuje eluci vtšího množství 
DNA. 
5. Závr 
Oba typy testovaných mikroástic jsou vhodné pro izolaci DNA v kvalit vhodné pro PCR.  
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